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Resumen y Abstract IX
 
Resumen 
Los brotes epidémicos de mortalidad bovina causados por clostridiosis afectan las 
ganaderías colombianas y causan grandes pérdidas económicas. Con el propósito de 
conocer la problemática y dar alternativas de solución se desarrolló un estudio 
epidemiológico para caracterizar las bacterias patógenas del genero Clostridium spp 
asociadas al suelo en fincas afectadas por dichos brotes. Las bacterias se aislaron y 
caracterizaron bioquímica y molecularmente; para este propósito se incluyeron 10 fincas 
ubicadas en el municipio de Mariquita en el departamento del Tolima (3 predios), en el 
municipio de Puerto López, departamento del Meta (3 predios), y en los municipios de 
Nemocón y Ubaté (4 predios), departamento de Cundinamarca. Para determinar la 
variabilidad genética existente entre las bacterias del género Clostridium encontradas, se 
analizó un segmento de 1500 pares de bases localizado en el gen 16S rARN y se  
compararon con los grupos de Clostridium spp. utilizados por un laboratorio comercial para 
la producción de vacunas y por Clostridium spp. referenciados en el GenBank (NCBI); los 
aislamientos se correlacionaron con variables climáticas como temperatura y precipitación, 
encontrando que un aumento en dichas variables favorece el aislamiento de los mismos. 
Para conocer las historia natural de los brotes de mortalidad y generar indicadores 
epidemiológicos se caracterizaron 165 predios  localizados en el municipio de Mariquita, 
departamento del Tolima (41 predios, 24,8%), en el municipio de Puerto López, 
departamento del Meta (42 predios, 25,5%), en los municipios de Nemocón (41 predios 
24,8%) y Ubaté (41 predios 24,8%), departamento de Cundinamarca. Se estableció la 
prevalencia de dicha patología en las fincas estudiadas encontrando una prevalencia global 
de punto para clostridiosis de 27,3 %. La prevalencia global de punto para clostridiosis 
encontrada en bovinos fue 3,14%. Se demostró que a mayores niveles de temperatura y  
precipitación se favorece la presentación de brotes epidémicos de mortalidad. También se 
demostró que los grupos etarios con mayor riesgo de adquirir clostridiosis fueron las 
poblaciones de novillas y de vacas horras. Se demostró que la mayoría de fincas positivas a 
mortalidad por clostridiosis correspondían a aquellas que tienen suelos clase III, los cuales 
tienen problemas de manejo relacionados con inundaciones y con dificultad del movimiento 
del agua a través del suelo. 
  










Outbreaks of mortality caused by clostridia affecting cattle herds colombian and cause 
economic losses. In order to know the problems and alternative solutions to an 
epidemiologic study is to characterize the pathogenic bacteria of the genus Clostridium 
spp associated with soil herds affected by these outbreaks. Bacteria were isolated and 
characterized biochemically and molecularly; for this purpose included 10 herds located 
in the municipality of Mariquita, department of Tolima (3 herds), in the municipality of 
Puerto Lopez, department of Meta (3 herds), and municipalities Ubaté and Nemocón (4 
herds), in department of Cundinamarca.To determine the genetic variability found 
Clostridium bacteria, we examined a segment of 1500 bp located in the 16S rRNA and 
compared with the groups of Clostridium spp. used by a commercial laboratory, for the 
production of vaccines and  Clostridium spp. referenced in the GenBank (NCBI). The 
isolates were related with climate variables such as temperature and rainfall, finding that 
an increase in these variables favors isolation. To know the natural history of outbreaks of 
mortality and generate epidemiological indicators were characterized 165 herds located in 
the Mariquita, department of Tolima (41 farms, 24.8%) in the Puerto Lopez, department of 
Meta (42 herds, 25.5%) in the Nemocón (41 herds 24.8%) and Ubaté (41 plots 24.8%), 
department of Cundinamarca. Established the prevalence of this disease on the herds 
studied finding a global point prevalence of 27.3 % Clostridium. The overall point 
prevalence of Clostridium found in cattle was 3.14%. It was shown that, at higher 
temperatures and precipitation of mortality outbreaks. It was also shown that the age 
groups most at risk of acquiring Clostridium populations were heifers and dry cows. It was 
shown that the majority of herds positive for clostridiosis mortality corresponded to those 
with Class III soils, which have management problems associated to flooding and 
difficulty of movement of water through the soil. 
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En las ganaderías bovinas de Colombia se presentan frecuentemente casos de 
mortalidad ocasionados por clostridios, condición que se caracteriza porque los 
animales de cualquier edad mueren repentinamente sin que se presenten síntomas ni 
alteraciones en su comportamiento ni en su condición corporal; el curso de la 
enfermedad es tan corto que no da tiempo de diagnosticar adecuadamente el problema 
ni de instaurar terapias. Cuando el animal muere no se observan lesiones aparentes, lo 
cual dificulta el diagnóstico que en la mayoría de los casos se basa en evidencias 
epidemiológicas (Caraballo, 1973; Mullenax, 1982; García et al., 1984; Uribe, 1996; 
Huertas et al., 1999; Benavides, 2003; Benavides, 2004). 
 
En países latinoamericanos existen pocos laboratorios que puedan identificar y 
diagnosticar con certeza, los aislamientos de Clostridium spp., situación que complica 
la toma de decisiones por parte de asistentes técnicos y de productores. Los intentos 
de diagnóstico para animales muertos y afectados clínicamente no son exitosos y no se 
apoyan en metodologías diagnósticas adecuadas (Garmendia et al., 1993; Gamboa et 
al., 1993-2005; Seiffert et al., 1996; Mudenda et al., 2000). Los casos de mortalidad se 
presentan - según lo describen algunos ganaderos - cuando se observan cambios 
estacionales (verano-invierno), y lo relacionan con inundaciones, deficiencias 
minerales, intoxicaciones, plagas y finalmente picadura de serpientes (García et al., 
1984; Mullenax, 1983; Molina, 1995; Ortiz, 2000, a y b). Se destaca en este contexto la 
ausencia de estudios adecuados que permitan soportar la toma de decisiones (Toro et 
al., 2007). 
 
En el boletín No. 1 del ICA "Botulismo Bovino en los llanos Orientales de Colombia" 
publicado en 1999, se comenta que desde el año 1993 los 4.5 millones de bovinos de la 
ganadería llanera se encuentran en riesgo de contraer una nueva y mortal enfermedad por 
intoxicación alimentaria, afectándose principalmente las ganaderías de las sabanas del 
Meta y Vichada. En 1998 se detectaron en sabanas del Meta y Vichada 68 focos de 
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mortalidad donde murieron 1.226 vacas y novillas de buena condición corporal que sin 
contabilizar pérdidas gestacionales y terneros huérfanos, produjeron pérdidas económicas 
directas cercanas a los 558 millones de pesos. En 13 fincas de la altillanura colombiana 
con 5360 hembras mayores de 2 años murieron 642, para un 12% de mortalidad, con un 
rango entre 7.9 y 33.7% (Huertas et al., 1999). 
 
En el mes de marzo de 2010 informó el Instituto Colombiano Agropecuario que unos 200 
animales del municipio de San Miguel de Sema en el departamento de Boyacá habían 
muerto, e igualmente se registraron casos aislados en los municipios de Susa, Guachetá, 
Chiquinquirá, Simijaca y Ubaté (http://www.ica.gov.co/Noticias/Pecuaria/2010/). Esta 
mortalidad se ha relacionado con la presencia de heladas, seguidas de veranos 
prolongados y temporada de lluvias. 
 
Los diferentes trabajos realizados en Colombia para dar solución a esa problemática se 
limitan a dar diagnósticos presuntivos de las causas de  mortalidad, debido a la falta de 
lesiones patológicas en los animales muertos y a la no disponibilidad de metodologías de  
diagnóstico en los laboratorios. Esta situación lleva a plantear el desarrollo de proyectos 
de investigación aplicada, que permitan calificar y cuantificar la problemática y que 
involucren avances en metodologías de identificación de las bacterias relacionadas 
haciendo menos énfasis en presunciones (Seifert et al., 1996; Parra et al., 1997). 
 
Los clostridios patógenos asociados a los  suelos en fincas afectadas por mortalidad, 
ocupan un lugar importante en salud pública y en los sistemas de producción 
ganaderos, ya que dichas bacterias causan brotes de mortalidad en humanos y en 
animales, por las infecciones o por las toxinas que producen (clostridiosis). Las 
clostridiosis han ocupado un lugar importante en los sistemas de producción ganaderos 
del mundo (Mudenda et al., 2000; Titball et al, 2006; Martínez et al., 2011), ya que 
generan múltiples patologías de tipo agudo y producen pérdidas económicas. 
 
Los Clostridios son bacilos anaerobios esporo formadores Gram-positivos, los cuales 
se distribuyen mundialmente en toda clase de ambientes: suelos ricos en humus, agua, 
plantas, tracto gastrointestinal de animales y de humanos (Dowel et al., 1976; Kohler et 
al., 1983;  Hatheway, 1990; Titball et al., 2006). Este género comprende entre 120 a 160 
especies (algunas aún no aceptadas), de las cuales 13 son consideradas de mayor 
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patogenicidad y son las que se relacionan con los casos de mortalidad en todas las 
especies animales y en el hombre (Quinnand & Markey, 2003). 
 
Las patologías asociadas con este tipo de microorganismos (tétano, botulismo, pierna 
negra, edema maligno, enfermedad negra, hemoglobinuria bacilar, entero toxemia, 
riñón pulposo, entre otras), afectan animales de muy buena condición corporal, son de 
curso agudo y su efecto patógeno se asocia principalmente con las toxinas que 
producen, ya que dichas toxinas afectan diferentes tejidos corporales. La mayoría de 
las veces su efecto es tan rápido que los animales no presentan sintomatología clínica 
o ésta se hace poco evidente lo que dificulta su diagnóstico y su tratamiento (Kohler et 
al., 1983; Blood et al., 1986; Munang'andu et al., 1996). 
 
Por la agudeza de la enfermedad la mayoría de las veces, en el examen postmorten, 
no se encuentran lesiones de ningún tipo, dificultando el diagnóstico patológico, clínico, 
microbiológico, o de otra índole, causando confusión en los profesionales de campo y 
en los productores. El cuadro clínico culmina casi siempre con la muerte de los 
animales afectados (Dowel et al., 1976; Hatheway, 1990; Parra et al., 1993-1996; 
Uribe, 1996; Titball et al., 2006). 
 
La producción de biológicos para el control de las clostridiosis es muy variada en 
nuestro país (Aprovet, 2011); los inmunógenos disponibles incluyen diferentes clases y 
tipos de cepas de Clostridium y de sus toxinas. El material biológico para la elaboración 
de dichos productos se importa de laboratorios de referencia (American Type Culture 
Collection - ATCC). A pesar de lo anterior, los ganaderos de los municipios afectados en 
el departamento de Boyacá le han indicado a algunos laboratorios productores de 
biológicos, que a pesar de utilizar sus productos con las recomendaciones dadas por 
ellos, sus animales mueren en forma aguda con síntomas compatibles con éste tipo de 
bacterias (Ortiz, 2000, a). 
 
La investigación enfocada a la caracterización molecular de los microorganismos 
adaptados a nuestro medio y a nuestros animales debe convertirse en una prioridad 
técnico-científica (Seiffert, 1996; Seiffert et al., 1996). La caracterización de nuestros 
microorganismos (megadiversidad) debe ser conocida, ya que este tipo de 
conocimiento original permitirá generar muchas estrategias de prevención y de control 
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de los mismos y evitará que su presencia sea una barrera que cierre los mercados 
internacionales. De igual forma, su conocimiento facilitará el diagnóstico de dichas 
entidades y la preparación de biológicos autóctonos que permitan su control, sumado al 
invaluable conocimiento técnico científico que aporta este tipo de desarrollo (Seifert et 
al., 1996; Potes, 2005). 
 
Por estas razones y dada la complejidad biológica y los principales aspectos de la 
epidemiología de los organismos asociados con el suelo, se destaca la necesidad de 
utilizar un abordaje epidemiológico cuando se requiera adelantar investigaciones sobre 
la relación de causalidad de estos microorganismos asociados a casos de enfermedad 
y o mortalidad en el hombre, pero particularmente en animales domésticos (Seifert et 
al., 1996). 
 
Las decisiones para  definir las acciones de prevención, control y erradicación de una 
enfermedad se fundamentan en el conocimiento de la misma - el cual muchas veces es 
superficial - y en el impacto económico que dicha entidad produce y que está 
relacionado con la historia natural del agente (Martin et al., 1997; Perry et al., 2000; 
Thrusfield, 2005). 
   
Se ha demostrado en algunos trabajos como el de Seifert et al., (1996) y el de Gamboa 
et al., (2005), la importancia de la identificación de las cepas locales y de estudios para 
discernir la epidemiología local de estos microorganismos con el fin de utilizar cepas 
nativas – las cuales no siempre son homólogas con las cepas de referencia, por 
ejemplo de la ATCC - , para la preparación de inmunógenos. 
 
Con el propósito de conocer la problemática y dar alternativas de solución a los brotes de 
mortalidad, se desarrolló un estudio para caracterizar las bacterias patógenas del género 
Clostridium spp asociadas al suelo de fincas afectadas por dichos brotes. Para lograr este 
propósito se plantearon y desarrollaron los siguientes objetivos: 
 
 Aislar y caracterizar bacterias patógenas del género Clostridium spp. en los suelos 
de las fincas afectadas; por medio de técnicas fenotípicas: morfología, desarrollo, 




 Caracterizar molecularmente los clostridios aislados para evaluar su variabilidad 
genética y compararla con bacterias de referencia, mediante la amplificación de un 
segmento de 1500 pares de bases localizado en el gen 16S del ARN ribosomal 
(Capítulo 2). 
 












1. Revisión de literatura 
1.1 Generalidades sobre clostridios 
Desde el punto de vista ecológico y epidemiológico, en Medicina Veterinaria se conoce 
como bacterias asociadas al suelo, a aquellos grupos de organismos que dada su 
capacidad de producción de esporas, utilizan el suelo como su principal medio de 
diseminación; estos corresponden básicamente a las bacterias de los géneros 
Clostridium y Bacillus (Seifert et al., 1996). 
 
La familia de las bacterias del género Clostridium está constituida por  organismos 
bastante diferentes, que causan enfermedades diversas, las cuales se agrupan bajo el 
denominador común de “clostridiosis”. Las bacterias que hacen parte de este grupo se 
denominan comúnmente “clostridios”; estos son organismos saprofitos, de vida libre, 
distribuidos ampliamente en el suelo; sin embargo cierto número de especies ocurren 
naturalmente en el tracto digestivo de animales y humanos (Carter & Chengapa, 1991). 
 
La clasificación taxonómica según el Comité Internacional de Sistemática de Procariotas 
(ICSP) ubica los clostridios en el Phylum Firmicutes, Clase Clostridia, Orden Clostridiales, 
familia Clostridiaceae, género Clostridium (Garrity et al., 2007). El género Clostridium 
comprende entre 120 a 160 especies (algunas aún no aceptadas) de bacilos esporo 
formadores Gram positivos, de las cuales 70 a 80% son saprofíticas e inofensivas para el 
hombre y para los animales. De las restantes 25 especies son patógenos de plantas, 
animales, alimentos y productos derivados de la leche y 13 especies, son consideradas 
patógenas muy virulentas. Estas se encuentran en animales principalmente en el tracto 
digestivo. Ellas pueden participar en procesos de fermentación y putrefacción (Quinnand 
& Markey, 2003). 
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La notable capacidad que presentan estos microorganismos para provocar 
enfermedades se atribuye a su posibilidad de sobrevivir en condiciones adversas 
mediante la formación de esporos, a su rápida velocidad de crecimiento en medios 
enriquecidos nutricionalmente y sin oxígeno y a la producción de numerosas toxinas. La 
tabla 1.1 presenta diferentes especies y el número de toxinas producidas por cada una 
de ellas. 
 




















Fuente: Titball; Mainil; Duchesnes & Popoff, 2003. 
 
La mayor o menor virulencia del clostridio es casi exclusivamente debida a la producción 
de una gama amplia de toxinas incluyendo muchas de las llamadas enterotoxinas, 
neurotoxinas, histotoxinas y toxinas letales, según una clasificación basada en las 
señales clínicas principales y lesiones del tejido (Alouf & Jolivet-Reynaud, 1981; 
Hatheway, 1990; Rood & Cole, 1991; Songer, 1996; Popoff & Marvaud, 1999; Herreros et 
al., 1999; Rossetto et al., 2001, reportados por Titball et al., 2003). 
 
ESPECIES Número de Toxinas 
C. septicum (1877)  4 
C. chauvoei (1887)  4 
C. tetani (1889)  2 
C. perfringens (1892)  14 
C. novyi /oedematiens (1894)  8 
C. botulinum (1895)  3 
C. histolyticum (1916)  5 
C. bifermentans (1919)  3 
C. sordellii (1922)  4 
C. haemolyticum (1929)  3 
C. difficile (1935)  3 
C. spiroforme (1965)  2 
C. butyricum (1977)  1 
C. baratii (1985)  2 
C. argentinense (1988)  1 
Total  59 
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Clostridium tetani fue observado primero en extendidos de exudados de una herida en 1884 
por Flüge, Rosenbach y Nicolaier; Kitasato fue el primero en obtener un cultivo puro en 1889. 
Un año después la toxina del tétano fue descubierta en sobrenadantes de cultivo de 
Clostridium tetani por K. Faber. Sus toxinas fueron identificadas en un periodo aproximado 
de 100 años (Alouf & Jolivet-Reynaud, 1981; Hatheway, 1990; Rood & Cole, 1991; Songer, 
1996; Popoff & Marvaud, 1999; Herreros et al., 1999; Rossetto et al., 2001, reportados por 
Titball et al., 2003). 
 
La taxonomía actual de algunos clostridios como Clostridium botulinum está basada en los 
atributos de las neurotoxinas botulínicas (BoNTs) producidas (Hill et al., 2010), las cuales los 
clasifican en siete grupos serológicamente diferentes (serotipos A hasta G) (Hateway, 1995). 
Las toxinas clostridiales se encuentran dentro de las toxinas más potentes del mundo 
microbiano, y varias están entre las primeras identificadas y reconocidas como factores de 
virulencia. Cada BoNT es codificada por un gen de aproximadamente 3 Kb que es precedido por 
un gen de no toxina no hemaglutinina y muchos otros genes que codifican toxinas asociadas a las 
proteínas (HA-17, HA-33, HA-70, p21 y p47) (Balding et al., 1973; Collins & East, 1998; East et al., 
1996; East et al., 1994; Popoff & Marvaud. 1999). 
 
El gen BoNT de las cepas de los serotipos A, B, E y F puede ser encontrado dentro del 
cromosoma bacteriano. Las cepas de los serotipos C y D producen toxinas de un 
genoma fago siendo responsables de los casos de mortalidad súbita en rumiantes 
(Popoff & Marvaud, 1999), situación que podría complicar el diagnóstico, ya que cepas 
productoras de toxinas interserotipos recombinantes primariamente, la C/D y D/C, 
codificadas en fagos han sido reportadas (Moriishi et al., 1996 a y b). Esto explicaría por 
qué varias cepas producen múltiples toxinas. Se han reportado cepas de Clostridium 
botulinum bivalentes que producen toxinas de serotipos Ab, Ba, Af y Bf (Barash & Arnon. 
2004; Giménez & Giménez, 1993; Santos-Buelga et al., 1998). 
 
En otros estudios Hill et al., 2007 analizaron una colección de 174 cepas de Clostridium 
botulinum por AFLP (amplified fragment length polymorphism), por secuenciación del gen 
16S rRNA y por secuenciación de los genes BoNT (neurotoxinas botulínicas) para 
examinar la diversidad genética de éstas especies. El análisis de las secuencias del gen 
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16S rRNA confirmó identificaciones previas de al menos cuatro grupos distintos (Grupos I 
a IV), cada uno de ellos adquirió uno o más genes de BoNT independientemente a través 
de transferencia horizontal. 
 
Los clostridios a través de sus neurotoxinas desarrollan su mecanismo patógeno letal. 
Varios autores (Eklund et al., 1971; Govind et al., 2009), indican que algunas bacterias 
aparentemente no tóxicas de Clostridium botulinum y de Clostridium difficile desarrollan 
un proceso de transducción (la bacteria toma DNA exogénico y lo incorpora a su 
genoma) que las convierte en tóxicas, debido a bacteriófagos que influyen en la 
regulación de los genes que inducen la producción de toxinas, situación que se podría 
extrapolar a las bacterias encontradas, por lo que se hace necesario desarrollar 
investigaciones en este sentido, para aclarar la situación real de las bacterias y su papel 
en los casos de mortalidad. 
 
1.2 Microbiología de clostridios 
La clasificación de los clostridios desde el punto de vista epidemiológico como bacterias 
asociadas al suelo se considera importante porque no solamente tiene en cuenta los 
aspectos microbiológicos sino aspectos relacionados con su evolución, como el 
desarrollo de cubiertas resistentes para soportar la adversidad de condiciones 
ambientales desfavorables y de la evolución huésped-parásito lo cual brinda 
herramientas para comprender la patogenia y epidemiología de estos microorganismos 
(Benavides, 1995). 
 
La tolerancia al oxígeno de las bacterias del género Clostridium, varía según las 
especies; algunas son anaerobias muy estrictas, como Clostridium novyi, que solo puede 
crecer en ambientes con menos de 0.5% de oxígeno, otras presentan una elevada 
aerotolerancia, como Clostridium tertium, y la mayoría tiene exigencias intermedias 
soportando del 2 al 8% de oxígeno. Pueden crecer en un gran intervalo de temperaturas 
que varía desde 4º C para Clostridium botulinum del tipo E hasta 69º C para los 
clostridios termófilos. Sin embargo, para la mayoría de ellas la temperatura óptima es de 
30 a 37º C (Hateway, 1990; Vadillo, Píriz & Mateos, 2002). 
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Las células vegetativas tienen forma de bacilos, pudiendo variar desde bacilos cocoides 
cortos a largos bacilos filamentosos. Pueden aparecer sueltos, en parejas o en cadenas. 
Aunque la mayoría de las especies se tiñen como Gram positivas, pueden ser Gram 
variables. Clostridium clostridioforme y Clostridium ramosum suelen ser Gram negativos 
incluso en cultivos jóvenes de 24 horas y Clostridium tetani puede aparecer como Gram-
negativo después de la formación de esporas. Las esporas pueden tener forma oval o 
esférica y aparecer en situación terminal o subterminal. La demostración de esporas, es 
difícil en algunas especies como Clostridium perfringens, Clostridium ramosum y 
Clostridum clostridioforme. La mayoría de las especies poseen flagelos perítricos y son 
móviles; sin embargo Clostridium perfringens, Clostridium ramosum y Clostridium 
innocuum son inmóviles. Raramente producen catalasa pero cuando lo hacen, la 
reacción es débilmente positiva (Hateway, 1990; Vadillo, Píriz & Mateos, 2002).  
 
Algunas especies son sacarolíticas (fermentación de la glucosa), otras proteolíticas 
(hidrólisis de la gelatina) y otras pueden tener ambas características. La lecitinasa (alfa-
toxina, fosolipasa C) produce un halo opaco alrededor de la colonia por lisis de la lecitina 
y la lipasa transforma las grasas en glicerol y ácidos grasos, dando una capa iridiscente 
que cubre la superficie de la colonia (Dürre, 2005; Isenberg, 1998). 
 
La mayoría de clostridios crece bien en agar sangre, medio de carne cocida o caldo 
tioglicolato. Las especies se diferencian en el laboratorio con base en la posición de la 
espora (terminal o subterminal), motilidad y capacidad de hidrólisis de la gelatina. Otras 
pruebas adicionales para diferenciarlos incluyen determinación de lipasa, lecitinasa e 
indol, características de crecimiento en leche, capacidad de fermentación de azúcares 
(glucosa, maltosa, lactosa y sucrosa) y la determinación de los principales productos de 
fermentación (Carter & Chengapa, 1991; Mainil et al., 2003). La cromatografía de gases 
es utilizada como herramienta para lograr una identificación final (Seifert, 1996). En la 
tabla 1.2, se indican las principales características de los clostridios cuando se tiñen con 
colorante de Gram y cuando se observan algunas características de las colonias. 
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Tabla 1. 2  Características morfológicas de algunas especies del género Clostridium 
 
Bacteria Tinción de GRAM Colonia 
Clostridium baratii  Bacilo grande. Esporas (ST), (RV). No móvil  No hemolítica 
C. bifermentans  
Bacilo grande. Esporas ovales (ST) a veces 
en cadenas. Móvil 
Gris, borde irregulares, 
hemólisis pequeña. Lecitina (+)  
C. botulinum  Bacilo grande. Esporas (ST). Móvil 
Irregular, raised, translucent 
to opaque, grey-white 
Haemolysis zone  
C. butyricum  
Extremos redondeados. Grandes esporas 
ovales (ST). Móvil 
Irregular, raised, translucent 
to opaque, grey-white 
Haemolysis zone  
C. cadaveris  Esporas ovales (T) 
 Irregular, raised, translucent 
to opaque, grey-white 
Haemolysis zone 
C. clostridioforme  
Gramnegativo. Alargado con extremos en 
forma de huso y apariencia de barril. 
Esporas(RV) 
Pequeñas, convexas, 
translúcidas con la superficie 
moteada o de mosaico 
C. difficile  
Bacilo relativamente largo, delgado. Esporas 
ovales (T). Móvil 
Colonias translúcidas 
ligeramente elevadas y con 
moteado cristalino. Olor a 
establo o estiércol. En medio 
CCFA amarillentas. 
Fluorescencia anaranjada bajo 
luz ultravioleta. 
C. histolyticum  Pleomórfico. Esporas ovales (ST). Móvil  Lisas y rugosas. Aerotolerante. 
C. inocuum  Pequeño. Esporas (ST). No móvil  
Blanca, brillante. Fluorescencia 
anaranjada. 
C. novyi  Mediano. Esporas ovales (ST). Móvil  
Gris, translúcida. Puede dar 
velo. Doble halo de hemólisis. 
C. perfringens  
Ancho y corto. Apariencia de ladrillo. Esporas 
(RV). No móvil 
Grande, opaca, tiende a 
extenderse, sin velo. Doble halo 
de hemólisis. 
C. ramosum  
Frecuentemente gramnegativo. Delgado y 
pleomórfico, en cadenas. Esporas redondas u 
ovales (T) y (RV). No móvil 
Fluorescencia roja 
C. septicum 
 Largos y delgados, pleomórfico y 
filamentoso. Puede formar cadenas. Esporas 
ovales (ST). Móvil 
Cabeza de medusa con bordes 
irregulares y rizoides. Produce 
velo que llega a cubrir la placa 
C. sporogenes  
Filamentoso en cultivos viejos. Esporas 
ovales (ST). Móvil 
Borde rizoide. Adherencia firme 
al agar. Produce velo 
C. sordellii  
Rectos. Esporas centrales o (ST) causan 
ligera hinchazón de los bacilos y 
frecuentemente libres. Móvil 
Velo o extensión 
C. tertium   Esporas grandes ovales (T). Móvil 
Pequeña, brillante. 
Aerotolerante 
C. tetani  
Delgado. Esporas redondas (T). Apariencia 
de palillo de tambor. Móvil 
Gris, translúcida. Borde 
irregular. Pequeño halo de 
hemólisis. 
Abreviaturas: (T): terminales; (ST): subterminales; (RV): raramente vistas 
Fuente: Isenberg, H., 1998. 
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Lo mismo que sucede en otros cuadros infecciosos producidos por anaerobios, el desarrollo 
de la infección por Clostridium está asociado con factores del huésped, como la rotura de las 
barreras cutáneo-mucosas por traumatismo, presencia de otras enfermedades (leucosis) y 
tratamiento con múltiples antibióticos. Son situaciones en las que el riego sanguíneo se ve 
comprometido, creándose un ambiente ideal para la proliferación de estos microorganismos 
que, en condiciones adecuadas de anaerobiosis e hipoxia, pueden invadir y multiplicarse en 
cualquier tejido (Dürre, 2005; Isenberg, 1998). 
 
Se atribuye a este grupo de bacterias la ubicuidad, lo que significa que se encuentran 
presentes en cualquier parte, preferentemente en el suelo (sobre todo si es rico en 
materia orgánica) y en aguas en descomposición.  Quórum sensing es un fenómeno de 
comunicación que se produce en respuesta a la densidad celular con el que se controla 
la expresión de genes, lo que les permite adaptarse a condiciones favorables o 
desfavorables del medio. El proceso ha sido ampliamente documentado en la expresión 
de bioluminiscencia de la bacteria marina Vibrio harveyi, el cual consiste en la 
producción, secreción y detección de señales químicas llamadas auto inductores. 
Quórum sensing han sido reportados en el género Clostridium (Carter et al., 2005; 
Nakayama et al., 2003). 
 
La N-acil homoserine-lactona (El IA-1) se utiliza para la comunicación dentro de la misma 
especie. La S-adenosilmetionina (IA-2) se utiliza para la comunicación entre especies. Se 
ha demostrado que bacterias del género Clostridium botulinum se comunican entre sí 
durante la germinación y el crecimiento, sin embargo queda por determinar el efecto en 
otras especies de clostridios y si los auto inductores en ellos también juegan un papel 
importante como mecanismo de desintoxicación celular (Zhao et al., 2006). 
 
Se presume que este comportamiento coordinado puede ser útil en una variedad de 
situaciones, por ejemplo las que tienen que ver con cambios del medio ambiente 
inducidos por la variabilidad climática (inundaciones), que culminan descomponiendo los 
forrajes y aumentando las poblaciones bacterianas (De Kievit & Iglewski, 2000; Parsek & 
Greenberg, 2000). 
 
Los animales pueden contaminarse con bacterias directamente del suelo, agua, o a 
través de la ingestión de pasto. En bovinos una vía de contaminación por Clostridium spp 
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puede ocurrir por la ingestión de materiales de origen animal presente en el pasto, como 
huesos o carcasas de animales en  descomposición (Langenegger, Dovereiner & 
Tocarnia, 1983; De Souza & Langenegger, 1987; Ferreira, 2007);  o por ingestión de 
agua contaminada por animales muertos recientemente, conteniendo toxina o esporos de 
Clostridium botulinum (Schocken-iturrino et al., 1990; Kriek et al., 1994; reportados por 
Ferreira, 2007). 
 
Por ingestión se producen enfermedades  como gangrena enfisematosa (bóvidos), 
botulismo (alimentos), hemoglobinuria bacilar y morbo negro (Gyles, 1986; Hatheway, 
1988; Hatheway, 1990). 
 
Por infección de heridas se transmiten Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, 
Clostridium tetani, Clostridium perfringens y otros microorganismos productores de 
gangrena gaseosa (Gyles, 1986; Hatheway, 1988; Hatheway, 1990). 
 
Los clostridios patógenos son formas bacilares móviles no capsulados relativamente 
grandes según la especie,  pueden observarse rectos, curvos, delgados, con extremos 
romos, redondos, afilados y en ocasiones hasta en espirales o enrollados. Se pueden 
presentar en forma aislada, en cadenas cortas o como filamentos largos.  Las 
endosporas pueden tener una posición central, subterminal o terminal (Finegold, 1989). 
 
En el cultivo de las bacterias anaerobias están implicados dos principios fundamentales:  
La reducción de la tensión de oxígeno y el mantenimiento de esta tensión reducida, el 
cual es un modo natural de preparar las condiciones óptimas de cultivo de las bacterias 
anaerobias, puesto que crecen en presencia de especies aerobias o tejidos que 
absorben oxígeno. Uno de los métodos más corrientes empleados en el laboratorio es el 
cultivo en medio con trozos de carne, hígado, bazo, cerebro o cualquier otro tejido 
finamente dividido o agregando en medios líquidos sustancias reductoras tales como 
tioglicolato o cisteina (Caraballo, Manrique & Ochoa, 1980). 
 
Las exigencias anaeróbicas son distintas en cada una de las especies de clostridios y se 
puede expresar como potencial de óxido-reducción. Los clostridios prefieren una atmósfera 
con un 2 – 10 por ciento de CO2.  Estas condiciones se pueden producir en un frasco en el 
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que el oxígeno es reducido catalíticamente por hidrógeno generado junto con dióxido de 
carbono mediante un dispositivo que se puede adquirir en el comercio (GasPak). 
 
La mayoría de los clostridios patógenos necesitan medios de cultivo suplementados con 
aminoácidos, hidratos de carbono y vitaminas.  La sangre o el suero favorecen su 
crecimiento; así mismo un pH neutro y temperatura de 37ºC.  El crecimiento se puede 
observar en un plazo de 1-2 días, las colonias tienen una forma y contorno irregulares.  
La mayoría de los clostridios son hemolíticos (Gyles, 1986; Hatheway, 1988; Hatheway, 
1990; Vadillo, 2002). 
 
El término toxina con respecto al género Clostridium, se refiere a péptidos ó proteínas 
biológicamente activas que son capaces de producir enfermedad; tienen masas 
moleculares oscilando entre los 22 a 600 kilodaltons (kDa), y son detectadas por sus 
efectos en animales, tejidos, cultivos celulares o por reacciones en pruebas bioquímicas.  
La característica dominante de muchas toxinas clostridiales es su letalidad en animales 
(Gyles, 1986; Hatheway, 1988; Carter, 1991; Hatheway, 1990). 
 




Pos C. novyi       
Neg Indol 
Pos Urea 












Neg C. limosum 
Neg C. baratii   
Neg Lipasa 




      
Fuente: Isenberg, H., 1998. 
a Para la identificación de especie es necesario utilizar una batería de pruebas más amplia, sistemas 
comerciales o cromatografía, junto con las características de la tinción de Gram y de las colonias. 
 
 
La utilización de pruebas bioquímicas como el estudio de la producción de lecitinasa y 
lipasa en agar yema de huevo, la hidrólisis de la gelatina y de la urea y la producción de 
indol por el método rápido (p-dimetil-aminocinnamaldehído), constituyen un método fácil 
para la identificación. 
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Existen en el mercado sistemas comerciales para la identificación rápida de anaerobios. 
Unos están basados en pruebas bioquímicas (API 20 A o Minitek) y consiguen los 
resultados en 24-48 h. Otros como Anaerobe ANI Card, Rapid ID 32 A, Rapid 
Anaerobe ID, Crystal Anaerobe ID o RapID-ANA están basados en la detección de 
enzimas preformadas a partir de sustratos cromogénicos y la lectura se realiza a las 4 h. 
El porcentaje de identificación correcta que se obtiene con ellos oscila entre 60-80%. 
 
1.3 Enfermedades en animales 
Se deben distinguir aquellos clostridios que cohabitan en forma saprofita e inofensiva de 
aquellos que pueden producir toxinas capaces de ocasionar enfermedad y muerte. 
Aunque estas enfermedades son infecciosas, no son contagiosas. A veces, la aparición 
de muchos casos simultáneos le da esa apariencia, pero ello es consecuencia de que el 
factor coadyuvante en el desencadenamiento actúa a la vez en varios animales (Ortiz & 
Benavides, 2002 b). 
 
En el ganado bovino y ovino existe un amplio grupo de toxiinfecciones producidas por 
bacterias del género Clostridium, que abarca un número diverso de procesos con daños 
de tipo histotóxico, neurotóxico y enterotóxico. Los clostridios deben su patogenicidad a 
la producción de exotoxinas que actúan localmente o en diferentes órganos diana, una 
vez vehiculizadas hasta los mismos (Ortiz, Villamil & Benavides, 2001 b). 
 
Los elementos determinantes de estas patologías son muy variados y dependen de cada 
tipo de agente causal, pero se pueden agrupar en factores traumáticos (carbón 
sintomático), alimentarios (deficiencia de fósforo en botulismo), parasitarios (hepatitis 
necrótica, hemoglobinuria bacilar), de manejo (cambios bruscos de alimentación), 
higiénico-sanitario, entre otros (Ortiz, Villamil & Benavides, 2001 a). Estos factores 
determinantes permiten que las bacterias se multipliquen en forma descontrolada, 
produzcan grandes cantidades de toxinas y desarrollen un cuadro clínico característico 
del tipo de Clostridium presente. Las enfermedades producidas por bacterias del género 
Clostridium ocasionan un sinnúmero de muertes de bovinos y ovinos generando grandes 
pérdidas a los productores rurales de diferentes partes del mundo. Las enfermedades 
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más importantes y sus agentes se describen en la tabla 1.4 (Biberstein & Chung, 1994; 
Hatheway, 1990; Smith & Holdeman, 1968). Las especies de clostridios más importantes 
de interés clínico, ejercen su acción patógena mediante toxinas elaboradas por ellas, que 
en algunos casos tienen un elevadísimo poder tóxico. En general son sustancias 
proteicas solubles y termolábiles (con excepción de la toxina tetánica); unas son 
difusibles y se producen y liberan durante el crecimiento bacteriano, en tanto que otras se 
originan por lisis celular. Algunas se sintetizan como prototoxinas o toxinas progenitoras y 
necesitan para actuar ser activadas mediante enzimas proteolíticas exógenas o de la 
propia bacteria (Biberstein & Chung, 1994; Bizzini, 1986). 
 




Gangrena enfisematosa (Pierna negra, Carbón sintomático) en
ovinos y bovinos.
C. botulinum
Botulismo en diferentes especies de animales (Enfermedad de
las bonitas en bovinos) y el hombre.
C. tetani Tétanos en diferentes especies animales y el hombre. 
C. novyi tipo A Cabeza grande en carneros. Gangrena gaseosa en ovinos. 
C. novyi  tipo B Hepatitis necrótica (enfermedad negra) en ovinos. 
C. novyi tipo C Osteomielitis del búfalo doméstico.
C. novyi  tipo D (C. 
haemolyticum )
Hemoglobinuria bacilar en bovinos. 
C. septicum
Gangrena gaseosa (edema maligno) en bovinos, ovinos, cerdos y
ocasionalmente otras especies, infección del abomaso en ovinos. 
C. sordellii Miositis necróticas en bovinos. 
C. perfringens  tipo A Celulitis anaeróbica y gangrena gaseosa en humanos.
C. perfringens tipo B Disentería de los corderos.
C. perfringens  tipo C Enterotoxemia hemorrágica en terneros, potros y corderos.
C. perfringens  tipo D Enfermedad del riñón pulposo en corderos, cabras y terneros.
C. perfringens  tipo E Patogenicidad en ovejas y vacas poco conocida.  
Fuente: Biberstein & Chung, 1994; Hatheway, 1990; Smith & Holdeman, 1968 
 
 
El origen de los cuadros clínicos producidos por los clostridios es en la mayoría de las 
ocasiones endógeno, pero tienen o pueden tener un origen exógeno: tétanos, botulismo, 
gangrena gaseosa (mionecrosis), celulitis clostridiana, toxicoinfección alimentaria con 
Clostridium perfringes y enteritis necrotizante (Biberstein & Chung, 1994; Bizzini, 1986). 
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Las endosporas de los clostridios son muy resistentes a los agentes físicos y a los 
desinfectantes. Para destruir las esporas del género Clostridium son necesarios 30 
minutos de ebullición; la temperatura de 121ºC durante 20 minutos las destruye.  Las 
formas vegetativas de los clostridios son sensibles a las condiciones adversas del medio 
y a los desinfectantes. 
 
Las bacterias asociadas a los suelos están relacionadas con muchas entidades 
patológicas que afectan al hombre y a los animales domésticos, causando grandes 
pérdidas económicas en la industria animal por la mortalidad que producen y por los 
tratamientos y medidas que se deben instaurar para lograr su prevención, control y 
erradicación (Seifert et al., 1996). Los clostridios forman parte de la flora del hombre y de 
los animales y se encuentran ampliamente difundidos en el terreno (debido a la alta 
resistencia de éstos a factores externos que les proporcionan los esporos). La amplia 
distribución de los clostridios en la naturaleza induce a que con relativa frecuencia 
contaminen heridas, pero, al carecer de poder invasivo, estas afecciones están 
condicionadas por circunstancias favorecedoras exógenas y por el huésped mismo 
(Pumarola et al., 1984). 
 
1.4 Avances de la investigación colombiana 
en clostridiosis 
En la actualidad en el país existen deficiencias para alcanzar diagnósticos confirmativos 
en el tema de clostridiosis; la red de centros de diagnóstico oficiales y los laboratorios 
particulares que ofrecen servicios de diagnóstico veterinario no tienen personal 
capacitado en este tipo de microorganismos ni técnicas diagnósticas que garanticen su 
adecuada identificación. Como consecuencia de lo anterior, el desarrollo de estudios 
epidemiológicos que permitan entender estas bacterias, su historia natural y los riesgos 
que representa en la salud humana y animal son pocos (Ortiz & Villamil, 2008). 
 
Nuestro país presenta problemas de orden público que limitan a los ganaderos en la 
búsqueda de soluciones acompañado del atraso en vías de comunicación lo que 
complica el cuadro aún más. Anualmente la mortalidad de bovinos afecta los diferentes 
Revisión de Literatura 19 
 
sistemas productivos, situación que es reforzada muchas veces por el desconocimiento o 
por la falta de interés del productor. 
 
En Colombia los trabajos sobre clostridiosis son escasos. Diana Obregón (2002) en su 
libro “Batalla contra la Lepra: Estado, Medicina y Ciencia en Colombia” indica como entre 
los años 1906 y 1923 el Dr. Federico Lleras Acosta, discípulo del Dr. Claude Vericel, 
realizó investigaciones en el tema de Carbón Sintomático, por lo cual lo nombran 
miembro de número de la Academia Nacional de Medicina. 
 
En la década del 70 se realizó una tesis de maestría en el Programa de Educación de 
Graduados (PEG) Instituto Colombiano Agropecuario -Universidad Nacional de 
Colombia, que utilizó la técnica de inmunofluorescencia para identificar clostridios 
asociados a casos de carbones en bovinos.  En este trabajo se indicó la importancia 
clínica de las bacterias anaerobias particularmente los clostridios toxigénicos, pero se 
señaló que el conocimiento de dichos microorganismos y el papel que jugaban en salud 
animal y humana era limitado. El trabajo mencionado mostró que los clostridios producen 
diversas enfermedades en especies mayores y menores y que los sistemas de 
prevención que se utilizan basados en vacunación aparentemente no estaban dando la 
debida protección (Caraballo, 1973). 
 
González; Rodríguez & Orrego (1980), publicaron el documento “Enterotoxemia de los 
Equinos”, en el cual la clostridiosis se resalta como causa de enormes pérdidas 
económicas en los sistemas de producción en los cuales la economía depende de la 
utilización de esos animales. En este documento destacan una gran cantidad de factores 
causales y se ofrecen al productor algunas recomendaciones para prevenir y 
contrarrestar el problema. 
 
La Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria en la década de los noventa 
consolidó un grupo de investigación que desarrolló trabajos relacionados con la 
determinación de agentes causantes de mortalidad en bovinos, tratando de desarrollar 
técnicas que apoyaran el diagnóstico clínico. Los esfuerzos se limitaron inicialmente a la 
estandarización de técnicas inmunoenzimáticas que permitieran la identificación de 
Clostridium chauvoei y Clostridium septicum en tejidos fijados en formol. 
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El proyecto se generó como consecuencia de la demanda en diagnóstico por parte de los 
ganaderos. Posteriormente los esfuerzos se encaminaron a generar algunos ceparios y a 
producir sueros hiperinmunes en conejos. En la década de los noventa se desencadena 
un brote epidémico de mortalidad bovina en la Altillanura Plana colombiana (Síndrome 
Neuroparalítico Bovino), lo que obliga a dirigir los esfuerzos en identificar los factores 
determinantes asociados a dicha mortalidad. Se estandarizaron protocolos de campo y 
de laboratorio para diversas enfermedades con el fin de identificar y tipificar (mediante 
pruebas de neutralización) las posibles toxinas asociadas a clostridios a partir de casos 
clínicos de animales muertos en la zona afectada (Benavides et al., 1996, 1997 a y b, 
1998). 
 
Simultáneamente en el periodo comprendido entre 1997 – 2000 se adelantaron 
investigaciones epidemiológicas tendientes a describir el patrón de la epidemia en el 
campo y determinar la presencia de factores de riesgo de ocurrencia de estos eventos 
(Ortiz, 2000; Ortiz; Villamil & Benavides, 2001 a, b). Los estudios epidemiológicos 
adelantados por el Programa Nacional de Investigación en Salud Animal de CORPOICA, 
brindaron importante información para ayudar en el diseño de estrategias de control 
(Ortiz, Villamil &, Benavides 2001 a, b; Ortiz & Benavides, 2004). 
 
En el periodo 2000-2001 se desarrolló una encuesta de opinión para aplicarla a ciento 
ochenta productores de la Orinoquía colombiana, con el objeto de conocer las prácticas 
que los ganaderos estaban llevando a cabo para el control de enfermedades causadas 
principalmente por bacterias del género Clostridium spp. en sus hatos; conocer sus 
percepciones y conceptos sobre los biológicos que utilizaban o que existían en el 
mercado como método preventivo para evitar dichas enfermedades y determinar 
realmente el impacto que las mismas ocasionaban en la zona. La distribución de las 
encuestas se programó en cinco regiones fisiográficas de la Orinoquía colombiana que 
incluyeron Altillanura Plana, Orinoquía Inundable, Valles Aluviales Ricos, Piedemonte 
Llanero. El tiempo de duración del estudio fue de un año (2002). 
 
Como resultado de éste trabajo se concluyó que en Colombia no se habían desarrollado 
estudios que recomendaran a los usuarios el empleo de determinado tipo de 
inmunógenos. Se aclaró en el trabajo, que los resultados de la encuesta debían 
interpretarse cuidadosamente ya que eran el reflejo de la respuesta de los propietarios y 
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dependía de las percepciones que los mismos tenían, de las campañas que desarrollaron 
los diferentes laboratorios en la zona y de la información que le brindaron a los 
productores los institutos gubernamentales que velaban por la salud animal (Ortiz, 
Rodríguez & Benavides, 2002, documento sin publicar). 
 
Simultáneamente se adelantaron trabajos dirigidos a determinar los factores asociados al 
desarrollo de inmunidad contra el botulismo, el cual tenía como objetivo evaluar la 
dinámica de desarrollo y persistencia de inmunidad humoral en bovinos vacunados con 
toxoides comerciales, para de esta manera orientar a los ganaderos hacia un mejor uso 
de esta herramienta de control. 
 
Este proyecto se generó como complemento de las investigaciones desarrolladas 
anteriormente para formular algún tipo de solución sostenible al problema de mortalidad, 
principalmente cuando se pastorean bovinos en suelos deficientes. Aunque desde el 
inicio de la emergencia sanitaria se indicó la inmunización de ganado con toxoides contra 
el botulismo realmente no existía conocimiento adecuado de la respuesta inmune de los 
animales en pastoreo, que permitiera recomendar esquemas vacunales acorde a las 
necesidades sanitarias de dichas zonas. Se desarrollaron herramientas para medir el 
nivel de anticuerpos de los animales, con actividades de campo que incluyeron 
vacunación y muestreo de animales en fincas de la altillanura plana colombiana. Se 
aplicó finalmente una encuesta a los productores y se determinó la importancia de la 
interacción laboratorio - trabajos de campo (Benavides et al., 2004, trabajos sin publicar). 
 
Durante los años 2003 y 2004 se desarrollaron trabajos en Clostridium chauvoei, bacteria 
causante del Carbón Sintomático (Pierna Negra), una enfermedad fatal en bovinos y 
ovinos, enfermedad que se presenta en forma esporádica en ciertas áreas donde el 
microorganismo vive en el suelo, y hace parte del complejo de enfermedades causantes 
de Muerte Súbita (Ortiz et al., 2004; Toro et al., 2007). 
 
Los estudios se adelantaron por requerimiento de la industria productora de 
inmunógenos y ante las necesidades que enfrentaban los productores para que la 
industria les brindara una mejor respuesta para solucionar los problemas de mortalidad 
en sus ganaderías. Ante la necesidad de metodologías de diagnóstico y debido al vacío 
tecnológico que se presentaba en centros de diagnostico, se dio inicio a la búsqueda de 
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metodologías que permitieran establecer diagnósticos confirmativos certeros sobre la 
frecuencia de la enfermedad (Ortiz et al., 2004; Toro et al., 2007). 
 
Adicionalmente se efectuó un estudio que describió los hallazgos histopatológicos 
encontrados en tejidos de cobayos (Cavia porcellus) inoculados con una cepa patógena 
de C. chauvoei, los cuales se utilizaron posteriormente para estandarizar la técnica 
inmunohistoquímica. Los tejidos se fijaron en formaldehido y fueron procesados por la 
técnica de inclusión en parafina y coloreados con hematoxilina y eosina. Los bloques 
obtenidos fueron procesados para estandarizar la técnica de inmunoperoxidasa indirecta 
utilizando un anticuerpo monoclonal producido por el grupo de investigadores (Ortiz et al., 
2004; Toro et al., 2007). 
 
Los resultados de la prueba inmunohistoquímica demostraron la afinidad que tiene el 
Clostridium chauvoei por el músculo estriado esquelético. La técnica de 
inmunoperoxidasa indirecta estandarizada en este trabajo permitió dar claridad al 
patólogo de las lesiones anatomopatológicas producidas por el Clostridium chauvoei y se 
convirtió en una técnica confirmatoria, ya que el anticuerpo monoclonal utilizado 








2. Aislamiento y caracterización bioquímica y 
molecular de clostridios a partir de muestras 




La identificación precisa de los clostridios se convierte en una prioridad para determinar 
el rol que  estas bacterias juegan cuando están implicadas en brotes de mortalidad, por lo 
tanto el uso de metodologías adecuadas para su identificación es una necesidad. Esto 
facilita discernir su papel en dichos procesos y determinar la importancia patológica, su 
evolución clínica, y aplicar una terapia  preventiva o curativa eficaz. 
Se aislaron clostridios patógenos de los suelos de las fincas en las cuales se presentaron 
brotes de mortalidad en cuatro municipios (Mariquita, Nemocón, Puerto López y Ubaté); 
dichos aislamientos se clasificaron bioquímica y molecularmente; se determinaron sus 
relaciones filogenéticas y se estableció la diferencia genética con bacterias del mismo 
género utilizadas para preparar inmunógenos, con el fin de establecer medidas de 
prevención y control.  
 
El aislamiento se obtuvo a partir de suelos de los potreros donde murieron los animales; 
dichas muestras se sometieron a tratamiento en el laboratorio con el fin de eliminar las 
formas vegetativas de las bacterias y preservar las formas esporuladas (choque térmico 
a 80º C y posterior tratamiento con alcohol). Posteriormente se cultivaron las esporas 
utilizando metodologías bacteriológicas convencionales con las cuales se determinaron 
las características morfológicas macro y microscópicas y las características bioquímicas 
con las cuales se caracterizaron inicialmente. Posteriormente los aislamientos se 
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caracterizaron molecularmente. Se aislaron Clostridium botulinum, Clostridium sordellii, 
Clostridium chauvoei y Clostridium septicum. 
 
La clasificación de los microorganismos pertenecientes a éste género se ha establecido, 
tradicionalmente de acuerdo con las técnicas fenotípicas como características 
morfológicas, culturales y bioquímicas, asociación a determinadas enfermedades, 
patogenicidad, toxigenicidad y propiedades serológicas (Titball et al., 2003). 
 
Sin embargo, en los últimos tiempos, las homologías existentes en la secuencia del ADN 
y del ARN ribosómico 16 S constituyen un elemento importante desde la perspectiva de 
la clasificación. La amplia diversidad en el porcentaje de G+C de las especies del género 
Clostridium sugiere que éste podría dividirse al menos en dos géneros: las especies con 
un contenido en G+C del 22% al 34%, en un género, y las especies que tienen de un 
40% a un 55% en otro (Quinnand & Markey, 2003). 
 
Se reconocen más de 100 especies de clostridios, menos de 20 son patógenas las cuales 
pueden afectar al hombre y a los animales domésticos. Algunas de estas especies son 
patógenas por acción de exotoxinas que elaboran dentro o fuera del organismo animal. Los 
clostridios patógenos están agrupados en cuatro categorías, tres basadas en la actividad 
de las toxinas y los tejidos afectados y la cuarta conteniendo patógenos de importancia en 
enfermedades nosocomiales (Chávez et al., 2006; Hernández et al., 2001). 
 
La primera categoría incluye los clostridios Neurotóxicos, C. tetani y C. botulinum (tipo A-
G). La segunda categoría clostridios histotóxicos: C. chauvoei, C. septicum, C. novyi (tipo 
A), C. perfringens (tipo A), C. sordellii, C. haemolyticum y C. novyi (tipo B). La tercera 
categoría clostridios enteropatógenos y productores de enterotoxemias, C. perfringens 
(tipo A-E). Finalmente la cuarta categoría, otros clostridios como C. colinum, C. difficile, 
C. piliforme y C. spiroforme (Quimn et al., 2004). 
 
Son de gran importancia por ser patógenos del suelo, que al ser consumidos por los 
animales, producen cuadros de enfermedad esporádica, aguda y mortalidad en animales 
causados por las toxinas liberadas por la bacteria, lo que conlleva a la presentación de 
pérdidas económicas a los ganaderos. (Gamboa et al., 2005; Ortiz, 2000 b). 
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La diversidad de clostridios en el suelo está asociada con la geografía de la zona, el pH, 
el clima, el tipo de suelo y la presencia de otros microorganismos, pero a la vez tienen la 
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones medioambientales pues tienen la 
facultad de esporular (Gamboa et al., 2005). 
 
2.2 Materiales y métodos 
 
2.2.1 Toma de muestras de suelo 
 
2.2.1.1 Distribución geográfica 
 
El estudio se realizó en cuatro municipios (Mariquita, Puerto López, Nemocón y Ubaté) 
en los departamentos de Tolima, Meta y Cundinamarca durante el año 2008. 
 
2.2.1.2 Tamaño de la muestra 
 
Para calcular el tamaño de la muestra se definió como marco de muestreo las fincas 
encuestadas en el estudio epidemiológico transversal (165 fincas) (capítulo 3). Dicho 
estudio consideró una muestra representativa del total de hatos de los municipios de las 
zonas de influencia. Se estableció como unidad de muestreo la finca. 
 
El tamaño de la muestra se determinó siguiendo la metodología epidemiológica para 
detectar una enfermedad (Otte, 1991; De Blas et al., 1998). Era necesario conocer si los 
hatos incluidos en el marco de muestreo estaban infectados o no, por lo cual en la 
definición de caso se consideró un hato positivo cuando al menos 1 animal de muy buena 
condición se reportaba muerto repentinamente sin sintomatología aparente. En caso de 
considerarse positivo se verificaba con los reportes del Sistema de Vigilancia 
Epidemiológica del Instituto Colombiano Agropecuario ICA para que fuera incluido. La 
prevalencia utilizada fue la reportada por Ortiz, 2000, de 27,27 % y fue considerada como 
el nivel de detección. El nivel de confianza fue 95% (Tabla 2.1). La fórmula utilizada fue: 
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n = [1-(1-NC)1/d] * [N-(d-1) /2] 
Donde: 
n  = tamaño de la muestra requerido 
N = Marco de muestreo 
d  = Número de fincas afectadas 
NC  = Nivel de confianza (95 %) (Otte, 1991; De Blas et al., 1998) 
 
Tabla 2 1 Estudio epidemiológico Longitudinal. Cálculo del tamaño de la muestra para 
detectar enfermedad. 
 
Marco de muestreo (Fincas) 165 
Fincas afectadas 45 
Prevalencia 27,27
Nivel de confianza 95 
Tamaño de la muestra 10 
Fracción de muestreo 6,06 
 
De acuerdo a la fracción de muestreo las muestras se distribuyeron por municipio (tabla 
2.2). 
 
Las muestras de suelo fueron el material base para el aislamiento de bacterias 
anaerobias; se tomaron en los potreros en los cuales murieron animales de acuerdo a la 
definición de caso siguiendo los parámetros establecidos en el protocolo de muestreo 
descrito por Ferraris, 2005 (figura 2.1). Se seleccionaron los potreros donde murieron los 
animales o donde se habían enterrado (en general 20 submuestras por potrero). Con 1 
kg de suelo se representó la disponibilidad de bacterias de miles de toneladas de suelo; 1 
Kg. de suelo significa el 5x10-7 % del peso medio de una hectárea (0-20 cm de 
profundidad) (Ferraris, 2005). 
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Tabla 2 2 Distribución de la muestra en los municipios de Mariquita departamento 
del Tolima, Nemocón, departamento de Cundinamarca, Puerto López, 
departamento del Meta y Ubaté, departamento de Cundinamarca, según fracción de 
muestreo. 
Municipio Total fincas Tamaño de la muestra 
Mariquita 41 3 
Nemocón 41 2 
Puerto López 42 3 

















Figura 2 1 Tipos de muestreo de un lote: a) Muestreo al azar b) Muestreo al azar 
estratificado c) Muestreo en áreas de referencia d) Muestreo en grilla (Ferraris, 2005) 
 
Los potreros se recorrieron de extremo a extremo en forma de zig-zag, recogiendo un 
total de 20 submuestras, las cuales se homogenizaron y posteriormente se obtuvo una 
única muestra de cada potrero. Si en la finca se presentaban brotes de mortalidad en 
diferentes potreros se tomaron muestras para cada uno de ellos. Cada punto donde se 
tomó una submuestra fue referenciado con ayuda del GPS (Global position System, 
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Garmin®), el cual suministró información de las coordenadas y la altura sobre el nivel del 
mar. 
 
Para la toma de cada submuestra se procedió a retirar de la superficie del suelo todo tipo 
de material vegetal; con una garlancha en  ángulo de 45 grados a  3 - 4 cm del borde de 
la zona se introdujo y se tomó la muestra. Se retiró la pala sacando la porción de tierra 
que quedaba sobre ella y se mezcló con las otras submuestras en un balde. 
 
Luego de obtener todas las submuestras, se desocupó el balde sobre una superficie seca 
y cubierta con papel periódico, se homogenizó el material y se formó una circunferencia 
de la cual se extrajo al azar 1 Kg. de tierra; se empacó en una bolsa plástica estéril 
obteniendo así una muestra del potrero (Coraspe & Tejera, 1996). 
 
2.2.2 Procesamiento de las muestras en el laboratorio 
Para el procesamiento de las muestras de suelo se extrajeron 20 g de las muestras de 
suelo y se colocaron en cajas de petri las cuales se llevaron a deshidratación en una 
incubadora a 37º C, por un periodo de 6 semanas; pasado este tiempo se 
homogenizaron, se maceraron en un mortero, y se procedió a cernirlas en un tamiz de 
5mm, de esta muestra se obtuvieron 10 g, los cuales  se calentaron en baño de María a 
80º C por 10 minutos, posteriormente se le adicionó, etanol al 50% y se incubó a 37º C 
durante 30 minutos. 
 
Se preparó una suspensión de 1 g de muestra en 5 mL de solución salina estéril, de esta 
suspensión se tomo una alícuota de 1.5 mL la cual se calentó a 60º C por 10 minutos, 
luego se inoculó en caldo Tioglicolato Trozos de Carne (TTC) (100l por tubo) pre-
reducidos (10 minutos en ebullición), y se incubó en cámara de anaerobiosis con un 
sobre de AnaeroGen™ (Laboratorios Oxoid®) - sistema de generación de atmósfera 
anaeróbica - durante 7 días a 37º C. Al cabo de los siete días, se evalúo el crecimiento 
bacteriano, teniendo en cuenta características físicas y químicas como turbidez, 
formación de gases, cambio de color del medio (producción de H2S). Finalmente se 
realizaron extendidos en laminas porta objeto marcadas las cuales se fijaron con calor. 
Para observar las características microscópicas de los bacilos y de las esporas se 
colorearon con la coloración de Gram y con la coloración Verde de Malaquita. Las 
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láminas se observaron en microscopio óptico, en objetivo de inmersión y las 
características de las bacterias y de sus esporas se describieron de acuerdo a protocolos 
establecidos (Gamboa, 2005). 
 
Del caldo TTC se tomó una gota y se inoculó con pipeta Pasteur en Agar Sangre (AS) al 
3.0%, realizando siembra en forma de estrías por agotamiento; se incubó a 35º C por 24 
horas. Al observar la película de crecimiento tipo swarming se realizó una nueva siembra 
en una caja de AS al 4.0%, tomando una azada en el extremo distal del sembrado que se 
sembró en la nueva caja de agar, con la técnica de siembra de estrías por agotamiento. 
Las siembras se repitieron, hasta obtener colonias purificadas. Con la cepa purificada se 
repicó el cultivo a dos cajas de AS al 4.0%; luego se evaluó la morfología de las colonias 
(forma, superficie, y borde), la presencia o no de hemólisis y el tipo (alfa, beta). 
 
Con las colonias ubicadas en la parte final de las estrías se realizó un extendido en 
láminas porta objeto; se procedió a fijar y colorear con coloración de Gram para evaluar 
las formas  bacilares Gram (-), o Gram (+). Se realizó también la coloración de esporas 
para observar la localización de dichas estructuras dentro del bacilo (terminal, 
subterminal, central). Las colonias se sembraron en  agar yema de huevo con el fin de 
ver la producción de lecitinasa (+) (alfa-toxina, fosfolipasa C), que produce un halo opaco 
alrededor de la colonia, por lisis de la lecitina y la lipasa (+) la cual transforma las grasas 
en glicerol y ácidos grasos, dando una capa iridiscente que cubre la superficie de la 
colonia. 
 
Posteriormente se sembraron en tubos con urea para determinar si presentaban o no 
reducción; también se realizó la prueba de catalasa con el fin de evaluar la reacción de 
las colonias en peróxido de hidrogeno. Las bacterias se sembraron en un tubo con medio 
SIM (medio semisólido destinado a verificar la movilidad, producción de indol y sulfuro de 
hidrógeno); el fundamento de esta prueba está basado en que el triptófano es un 
aminoácido constituyente de muchas peptonas, y particularmente de la tripteína, que 
puede ser oxidada por algunas bacterias para formar indol. En el proceso interviene una 
enzima llamada triptofanasa. El indol producido se combina con el aldehído del reactivo 
de Kovac´s o de Erlich, para originar un compuesto de color rojo. Las cepas móviles se 
apreciaron en este medio, por la turbidez que se produjo alrededor de la punción de 
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siembra, mientras que aquellas cepas productoras de sulfhídrico se distinguieron por la 
formación de un precipitado negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato siempre que 
el medio se mantuvo a un pH mayor a 7.2; posteriormente se agregó luego de 24 horas 
de cultivo el reactivo de Kovacks, para completar la prueba de indol. 
 
Cada una de las bacterias puras fue sembrada en agar líquido Brain Hearth Infusión 
(BHI) e incubada a 35º C por un tiempo de 24 horas, se les agregó 0.5 mL de glicerina 
como crioprotector y con ayuda de una pipeta Pasteur se traspasaron a 4 tubos crioviales 
para su congelación y conservación en el banco de germoplasma a -70º C. 
 
Para verificar la supervivencia de las bacterias se realizó una prueba de viabilidad, donde 
se descongeló un criovial después de 40 días. Esta prueba se realizó repicando una gota 
de su contenido en AS hasta conseguir nuevas colonias, corroborando la morfología por 
medio de coloraciones de Gram y de Verde de Malaquita en láminas porta objeto. 
 
Cuando las bacterias cumplían con las características morfológicas macro y 
microscópicas definidas, se procedió a la caracterización bioquímica de las cepas por 
medio del sistema API® 20ª (bioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Francia). Una suspensión de 
cada bacteria se preparó mediante la adición de cultivos puros. La suspensión se inoculó 
en los microtubos en condiciones anaerobias. Las tiras de prueba se incubaron en 
condiciones anaerobias en un frasco de cultivo a 37º C durante 24 h. 
 
La galería API 20A incluye 20 microtubos que contienen substratos deshidratados. Los 
microtubos se inoculan con una suspensión bacteriana que reconstituye los medios. Las 
reacciones que se producen durante la incubación se traducen en cambios de color. La 
interpretación de estas reacciones se realizó con la ayuda de la tabla de identificación, y 
el reconocimiento se consiguió mediante un software de identificación (Sistema API® 
20A bioMerieux SA, Marcyl’Etoile, Francia). 
 
2.2.2.1 Prueba biológica 
 
Con el fin de determinar la toxicidad de los clostridios aislados, se realizó un modelo de 
prueba biológica el cual consistió en exponer cultivos celulares HeLa (células de 
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carcinoma uterino humano) a sobrenadantes de los cultivos filtrados para determinar su 
toxicidad. 
 
Estas células Hela se cultivaron en medio RPMI® suplementado con 10% de suero fetal 
bovino y con antibióticos. 
 
2.2.2.2 Obtención de las Toxinas 
 
Las bacterias que se obtuvieron en el aislamiento bacteriológico fueron almacenadas en 
caldo BHI a -70º C; posteriormente se descongelaron dejándolas a temperatura 
ambiente. Cada bacteria fue resembrada en 2 tubos con caldo BHI, los cuales se llevaron 
a cámara de anaerobiosis y se incubaron a una temperatura de 35º C por un tiempo de 
48 horas. Luego de haber dejado los cultivos en crecimiento por este tiempo, se retiraron 
de la incubadora y con ayuda de una pipeta se traspasó el material a un tubo falcon de 
15 mL, para realizar posteriormente una centrifugación de 5000 rpm por un tiempo de 15 
minutos y así obtener el sobrenadante en el cual se encuentran las toxinas. El 
sobrenadante obtenido de cada cultivo bacteriano se centrifugó nuevamente a 13 000 
rpm por un tiempo de 15 minutos; este procedimiento se realizó con el fin de obtener el 
sobrenadante sin residuos de bacterias. El sobrenadante obtenido que contenía las 
toxinas de cada colonia bacteriana que estaba libre de bacterias, fue nuevamente 
traspasado a 2 eppendorf, para dejar almacenado en neveras a -70º C. 
 
Como control positivo se utilizó una cepa de Clostridium sordellii del banco de 
germoplasma de bacterias anaerobias de la Corporación Colombiana de Investigación 
Agropecuaria; como control negativo se dejo el mismo medio celular BHI. 
 
2.2.2.3 Tripsinización de las células HeLa 
 
A cada uno de los cultivos celulares se le agregó 1.5 ml de tripsina bovina y se incubaron 
posteriormente en incubadora con CO2 por un tiempo de 5 minutos. Se retiraron de la 
incubadora y nuevamente en la cámara de flujo laminar se les agregó medio RPMI, 
suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibióticos. 
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Posteriormente se centrifugaron por 10 minutos a una velocidad de 2500 rpm y a una 
temperatura de 5 ºC. Luego se retiro el sobrenadante y se resuspendió con 20 mL de 
medio RPMI®. Se tomó una alícuota de 0.5 mL y se realizó el conteo de células 
utilizando una cámara de Neubauer, el cual dio un total de 3,2 x 107’ de células, por lo 
que en cada pozo se agrego 32 L del medio RPMI donde se resuspendieron las células 
para un total de 5x104 células. 
 
Estas células sembradas en placas de cultivo celular (Cell WwllsTM 25820 Corning, New 
York 14831) fueron a incubadora de CO2 a 37 ºC por 24 horas. Posteriormente se retiró 
el sobrenadante  y en cada pozo nuevamente se agrego 100 L de medio RPMI. Se 
adicionó a cada pozo 20 L de sobrenadante de cultivo (Józwiak et al., 2005; Borrmann 
et al., 1999). 
 
Las placas con los cultivos fueron incubadas a 35 ºC por 48 horas. Finalmente se fijaron 
las células con formaldehido al 4% para preservar el material y permitir su lectura. 
 
2.2.2.4 Coloración de los cultivos celulares 
 
Los cultivos se colorearon con 2 gotas de cristal violeta (colorante catiónico), el cual tiñe 
las células durante 25 minutos. Una vez coloreadas las células se evaluó el daño celular 
causado por cada toxina utilizando el invertoscopio; se calificó porcentualmente dicho 
daño: 
 
 0% si no se observaba lesión celular. 
 25% si se observaba un daño leve. 
 50% si el daño observado era moderado. 
 75% si el daño observado era severo y  
 100%  si las células se destruían totalmente. 
 
El procedimiento fue repetido para verificar los resultados. Los sobrenadantes que 
resultaron positivos a la presencia de toxinas clostridiales se calentaron durante diez 
minutos a 80º C para establecer si las de toxinas presentes en ellos eran termolábiles ó 
termoestables; Posteriormente se realizaron las pruebas biológicas utilizando ratones 
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(Mus musculus) comparando materiales sometidos al calor y no (Hatheway, 1990). La 
prueba biológica se realizó inoculando los ratones por vía intraperitoneal con 
sobrenadante de cultivo, observando posteriormente la aparición de sintomatología 
neuroparalítica (Thomas, 1991). Esta prueba biológica permitió detectar niveles de toxina 
menores que 5 DL50/mL en los sobrenadantes (Smith, 1977). Los ratones se observaron 
cada dos horas durante 4 días. La muerte en ratones ocurrió generalmente entre 6 - 24 
horas. Los síntomas en ratón aparecieron después de las cuatro horas pos inoculación e 
incluyeron erizamiento del pelo, respiración abdominal dificultosa (fuelle) y parálisis de 
las extremidades (Hatheway, 1988; Hatheway, 1990). 
 
2.2.2.5 Extracción de ADN 
 
Para la extracción de ADN de las bacterias aisladas se utilizaron las tarjetas de papel de 
filtro Flinders Technology Associates (tarjetas FTA® producidas y comercializadas por 
Whatman® Internacional Ltda. Reino Unido). Las tarjetas FTA®, están constituidas de 
una membrana de celulosa que contiene químicos liofilizados capaces de inactivar un 
amplio rango de microorganismos preservando sus ácidos nucleicos (Dobbs & Madigan, 
2002; Rogers & Burgoyne, 2000; a y b).  
 
La muestra tomada del cultivo se aplicó en la tarjeta FTA y se dejó secar completamente 
a temperatura ambiente. Para la extracción de ADN se cortó un pedazo del centro de la 
tarjeta de aproximadamente 2mm2 con un sacabocados. La muestra de la tarjeta se 
colocó en un tubo de PCR y se lavó tres veces con 200 µL del reactivo de purificación 
FTA, incubando durante cinco minutos a temperatura ambiente y agitando las muestras 
ocasionalmente. Se descartó el reactivo usado después de cada lavado. 
 
Se lavó dos veces con 200 µL de agua ultra pura y se incubó durante cinco minutos a 
temperatura ambiente con agitación manual. Se descartó el agua usada después de 
cada lavado. Después del proceso de extracción se dejó secar la muestra en el tubo de 
PCR a 56º C durante 10 minutos. 
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2.2.2.6 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
La detección de los clostridios se realizó mediante la amplificación de un segmento de 
1500 pares de bases localizado en el gen 16S rARN empleando para ello la secuencia  
de los cebadores reportada por Vaneechoutte et al., 1996: 5’ -TGG CTC AGA TTG AAC 
GCT GGC GGC (directo) que corresponde a una cadena de ADN con una extensión de 
24 nucleótidos y 5’ TAC CTT GTT ACG ACT TCA CCA CA (reverso) que corresponde a 
una cadena de ADN con una extensión de 23 nucleótidos. 
 
La amplificación de fragmentos de ADN por PCR se realizó utilizando las siguientes 
condiciones: 
 
Se realizó una mezcla para la reacción de  PCR, con los siguientes componentes, 
teniendo un volumen total de reacción de 20 µL. 
 
Mezcla de dNTP‘s    4 .0 µL  
(250 uM de  cada uno) mas Buffer de  PCR 10X (500mM de KCl, 100 mM de Tris-Cl 
(pH 8.0)) 
MgCL2 (25 mM)     2.0 µL  
Cebador directo 10 mM   2.0 µL  
Cebador Reverso 10 mM   2 .0 µL  
Taq polimerasa 5 u/ µL    0.2 µL  
Agua ultra pura para 175 µL .   9.8 µL  
 
Se colocó con la pipeta 20 ul de la mezcla de reacción en cada tubo, y se adicionó la 
muestra de la tarjeta FTA® (ADN genómico) especifico a cada tubo. Se colocaron los 
tubos en el termociclador (MJ Research®). El perfil utilizado para optimización de la 
reacción de PCR fue: 
 
Un primer ciclo 94º C por 3 minutos; seguido por 35 ciclos de: 94º C por 60 segundos, 
para desnaturalizar el ADN; 50º C por 60 segundos para anillamiento del cebador y 72º C 
por 60 segundos para extensión de la cadena de ADN. 
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Luego un ciclo final de 72º C por 5 minutos, temperatura de extensión final. 
 
Los productos fueron visualizados sobre un gel de agarosa (1%),  utilizando 5 ul del 
producto de la PCR y un marcador de peso molecular (Hyperladder II, Bioline®). La 
electroforesis se realizó a 100 voltios por 40 minutos. Posteriormente se coloreó el gel 
con bromuro de etidio. 
 
2.2.3 Secuenciación y análisis de los nucleótidos del segmento 
amplificado 
Los segmentos de ADN del tamaño esperado (1500 pares de bases) fueron escindidos 
del gel y los productos purificados empleando el paquete comercial QIAquick PCR 
Purification Kit® (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
 
Los productos purificados fueron secuenciados empleando el paquete comercial de 
secuenciación BigDye ® Terminator v3.1 y el secuenciador ABI PRISM® 310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA), de acuerdo a protocolos 
establecidos en el Centro de Biotecnología y Bioindustria de la Corporación Colombiana 
de Investigación Agropecuaria, Centro de Investigación Tibaitatá, Mosquera, 
departamento de Cundinamarca. 
 
La bacteria identificada con el código DOO5559 no se incluyó debido a que a la 
secuencia de esta bacteria presentó muy baja similitud con las bacterias patrones de Gen 
Bank (Centro Nacional de Información sobre Biotecnología, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
en toda la longitud de la secuencia, lo cual pudo deberse a una baja calidad del ADN 
inicial, que hace que la secuencia presente falsas variaciones, por formación de quimera 
o por el montaje incorrecto de la secuencia por contaminación en la reacción de PCR. 
Situación similar se encontró en la secuencia de la bacteria identificada con el código 
DOO5565, por lo que tampoco se consideró. 
 
En la página web del Gen Bank (Centro Nacional de Información sobre Biotecnología, 
NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se utilizó el módulo BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) con el objeto de realizar la búsqueda de las secuencias que presentan 
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mayor similaridad con las bacterias aisladas en este trabajo con el fin de determinar a 
qué tipo de bacteria correspondían exactamente. 
 
Una vez establecidas las identidades se determinaron por alineamiento de las 
secuencias; se identificaron los sitios de variación utilizando el modulo ALIGMENT del 
programa Jelly Fish (Biowire.org) y a partir de esta información se estimaron las 
distancias genéticas entre las bacterias estudiadas. Las secuencias de nucleótidos de los 
Clostridium spp aislados, las de Clostridium spp de laboratorio comercial y las de 
Clostridium spp referenciadas en el Gen Bank de NCBI permitieron realizar el análisis 
para calcular los valores de distancia genética, utilizando el software Mega versión 4 
(Tamura, Dudley, Nei, & Kumar, 2007). Para ello se utilizaron dos metodologías de 
distancia genética, la metodología de Kimura 2 - Parámetro de distancia, (1980), la cual 
corrige para múltiples cambios de la secuencia de nucleótidos, teniendo en cuenta las 
tasas de sustitución transicional y transversional y asumiendo que la  frecuencia de los 
cuatro nucleótidos es la misma y que las tasas de sustitución no varían entre sitios 
(Tamura, Dudley, Nei & Kumar, 2007). Se utilizó la técnica de remuestreo de 
Bootstraping, con un mínimo de 10.000 réplicas para posteriormente poder generar un 
dendograma consenso utilizando la metodología de Neiborg joining (Tamura, Dudley, Nei 
& Kumar, 2007). 
 
El otro método de distancia utilizado fue Tamura 3 - Parámetro, el cual corrige  para 
múltiples cambios, teniendo en cuenta las diferencias en las tasas de sustitución 
transicional y transversional y tiene en cuenta el sesgo que puede haber en las 
diferencias del contenido de G+C (Tamura, Dudley, Nei & Kumar, 2007). Un mínimo de 
10000 réplicas (árboles bootstrap) fueron generadas. Ambas metodologías se reportan 
en varios trabajos de caracterización molecular de Clostridios (Sasaki et al., 2000; Sasaki 
et al., 2001). 
 
2.3 Resultados 
2.3.1.  Muestras de Suelo 
Se procesaron las muestras de suelo de las diez fincas seleccionadas (3 en el municipio 
de Mariquita, 2 en el municipio de Nemocón, 3 en el municipio de Puerto López y 2 en el 
municipio de Ubaté). De acuerdo a la metodología descrita las bacterias fueron 
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coloreadas con coloración de Gram, la cual permitió identificar si se trataba de bacilos 
gran positivos esporulados y ubicar la posición de la espora dentro del bacilo como se 
observa en la gráfica 2.2. Los resultados de los aislamientos se indican en la tabla 2.3 en 




Figura 2 2 Fijación en lámina porta objeto de colonias de Clostridium spp., coloreadas 
con coloración de Gram. Se indica la típica forma bacilar de los Clostridios y la presencia 
de esporas subterminales. 
 
Caracterizada la bacteria se sembraba en agar sangre para determinar si era o no 
hemolítica y para establecer el tipo de hemólisis. La gráfica 2.3 muestra dos colonias 
bacterianas hemolíticas, la de la izquierda hemólisis alfa y la de la derecha hemólisis 
beta. 
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Figura 2 3 Colonias de Clostridium en cajas de petri con agar sangre. Izquierda: colonia 
con presencia de hemólisis Alfa. Derecha: colonia con presencia de hemólisis Beta. 
 
Las colonias se sembraron en  agar yema de huevo para evaluar la producción de 
lecitinasa (+) (alfa-toxina, fosfolipasa C), que produce un halo opaco alrededor de la 
colonia, por lisis de la lecitina y de lipasa (+) la cual transforma las grasas en glicerol y 





Figura 2 4 Caja de petri con Agar Yema de Huevo. Clostridium positivo a reacciones 
Lipasa y Lecitinasa. 
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Tabla 2 3 Aislamiento de Clostridium spp., relación de aislamientos a partir de muestras 
de suelos en diez fincas de los municipios de Mariquita (Tolima), Nemocón 
(Cundinamarca), Puerto López (Meta) y Ubaté (Cundinamarca). 
 
 
Puerto López (Meta) fue el municipio donde más aislamientos se realizaron (9 
aislamientos correspondientes al 37,5% del total). La especie más aislada en este grupo 
fue Clostridium sordellii (5 aislamientos, tabla 2.3). Esta bacteria se caracterizó 
bioquímicamente por ser un bacilo ß hemolítico, lecitinasa +, lipasa -, ureasa +, catalasa -
, digirió la gelatina, coaguló la leche, fermentó la glucosa, maltosa, glicerol, produjo H2S, 
Indol; presentó motilidad, esporas ovales, subterminales. Las colonias se caracterizaron 
por tener color blanco opaco y un tamaño de 3 a 8 mm de diámetro, con superficie y 
bordes irregulares. 
 
Se obtuvieron dos aislamientos de Clostridium glycolicum (22,2%, tabla 2.3), los cuales 
se caracterizaron por ser bacilos ß hemolíticos, lecitinasa -, lipasa -, ureasa -, no 
digirieron la gelatina, ni coagularon la leche. Fermentaron la glucosa, la maltosa, el 
glicerol y la xylosa; produjeron H2S y presentaron motilidad, esporas ovales, 
subterminales. Las colonias fueron de color gris, de 3 a 8 mm de diámetro con superficie 
y bordes irregulares. 
 
También se obtuvo en este municipio un aislamiento de Clostridium hastiforme (11,1%), 





















Mariquita 1 1 0 1 1 0 1 2 0 7
% Fila 14,3 14,3 0,0 14,3 14,3 0,0 14,3 28,6 0,0 100,0
% Columna 50,0 50,0 0,0 33,3 33,3 0,0 100,0 20,0 0,0 29,2
Nemocón 0 0 1 0 0 1 0 0 0 2
% Fila 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0 100,0
% Columna 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 8,3
Puerto López 0 0 0 2 1 0 0 5 1 9
% Fila 0,0 0,0 0,0 22,2 11,1 0,0 0,0 55,6 11,1 100,0
% Columna 0,0 0,0 0,0 66,7 33,3 0,0 0,0 50,0 100,0 37,5
Ubaté 1 1 0 0 1 0 0 3 0 6
% Fila 16,7 16,7 0,0 0,0 16,7 0,0 0,0 50,0 0,0 100,0
% Columna 50,0 50,0 0,0 0,0 33,3 0,0 0,0 30,0 0,0 25,0
TOTAL 2 2 1 3 3 1 1 10 1 24
% Fila 8,3 8,3 4,2 12,5 12,5 4,2 4,2 41,7 4,2 100,0
% Columna 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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ureasa -, catalasa-, digirió la gelatina, acidificó la leche, fermentó la glucosa, maltosa, 
glicerol, produjo Indol. Presentó motilidad y produjo esporas ovales, subterminales. Las 
colonias fueron de color blanco con un tamaño de 3 a 8 mm de diámetro y con superficie 
y bordes irregulares. 
 
Finalmente se obtuvo un aislamiento de Clostridium tertium (11,1%, tabla 2.3) el cual se 
caracterizó por ser un bacilo ß hemolítico, lecitinasa -, lipasa -, ureasa -, catalasa -, 
acidificó, coaguló y digirió la leche; fermentó la glucosa, el manitol, la lactosa, la maltosa, 
la sucrosa, la salicina; produjo H2S, y resultó nitrato +; se observó motilidad, presentando 
esporas ovales y terminales. Las colonias se observaron de color blanco y su tamaño 
osciló entre 3 a 8 mm de diámetro con superficie y bordes irregulares. 
 
En el año 2008 en el municipio de Puerto López la precipitación fue de 2521,95 mm con 
un promedio de temperatura anual de 26,6 o C, siendo el municipio donde mayor 
precipitación se presentó y donde los valores de temperatura fueron los mayores. 
 
En segundo lugar, en el municipio de Mariquita (departamento del Tolima) se aislaron 7 
bacterias (29,2%). Dos aislamientos correspondieron a Clostridium sordellii (28,6%, tabla 
2.3). También se obtuvo un aislamiento de Clostridium botulinum (14,3%, tabla 2.3), 
bacilo anaeróbico ß hemolítico, lecitinasa -, lipasa +, ureasa -, catalasa -, digirió la 
gelatina, coaguló la leche, fermentó la glucosa, sucrosa, maltosa, salicina, glicerol; 
presentó  motilidad, esporas ovales, subterminales. Las colonias se observaron de color 
blanco grisáceo con un tamaño de 3 a 8 mm de diámetro con superficie y bordes 
irregulares. 
 
Otra aislamiento encontrado en este municipio fue Clostridium butyricum (14,3%, tabla 
2.3) caracterizado por ser un bacilo ß hemolítico, lecitinasa -, lipasa -, ureasa +, catalasa 
-, digirió la gelatina, la leche, la carne y fermentó la glucosa, la lactosa, la sucrosa, la 
salicina y el glicerol. Produjo H2S y presentó motilidad. Sus esporas fueron ovales, 
subterminales. Las colonias presentaron color blanco opaco, con un tamaño de 3 a 8 mm 
de diámetro y con superficie y bordes irregulares. 
 
Se obtuvo un aislamiento de Clostridium septicum (14,3%, tabla 2.3) el cual se 
caracterizó por ser un bacilo ß hemolítico, lecitinasa -, lipasa -, ureasa -, catalasa -, digirió 
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la gelatina, coaguló y digirió la leche, fermentó la glucosa, la lactosa, la maltosa, la 
salicina, el glicerol y produjo H2S e Indol; presentó motilidad y se observaron esporas 
ovales, subterminales. Las colonias se observaron de color blanco y con un tamaño entre 
3 a 8 mm de diámetro con superficie y bordes irregulares. 
 
En este municipio también se obtuvo un aislamiento de Clostridium glycolicum (14,3%, 
tabla 2.3) y otro de Clostridium hastiforme (14,3%, tabla 2.3). 
 
En el municipio de Mariquita se presentó una precipitación promedio para el año 2008 de 
de 2481,31 mm, y un promedio de temperatura anual de 24,6 o C. 
 
En tercer lugar, en el municipio de Ubaté (departamento de Cundinamarca) se obtuvieron 
seis aislamientos (25%). Tres aislamientos correspondieron a Clostridium sordellii (50%, 
tabla 2.3), otro a Clostridium botulinum (16,7%, tabla 2.3); otro aislamiento obtenido 
correspondió a Clostridium butiricum (16,7%, tabla 2.3) y en último aislamiento 
correspondió a Clostridium hastiforme (16,7%, tabla 2.3). 
 
El promedio de precipitación para este año fue de 1041,37 mm y el promedio de 
temperatura anual fue de 17,69 o C. 
 
En cuarto lugar, el municipio de Nemocón (departamento de Cundinamarca) se obtuvo 
dos aislamientos (8,3%). El primer aislamiento fue Clostridium chauvoei (50,0%, tabla 
2.3) causante de Pierna Negra y se caracterizó por ser un bacilo ß hemolítico, lecitinasa -
, lipasa -, ureasa -, catalasa -, digirió la gelatina, la leche, la carne. Fermentó la glucosa, 
lactosa, sucrosa, maltosa, salicina. Presentó motilidad, esporas ovales, subterminales. 
Las colonias se observaron de color blanco y con un tamaño de 3 a 8 mm de diámetro, 
superficie y bordes irregulares. 
 
El segundo aislamiento fue Clostridium limosum (50,0%, tabla 2.3), bacilo caracterizado 
por ser ß hemolítico, lecitinasa +, lipasa -, ureasa -, catalasa -, coaguló y digirió la leche, 
produjo H2S, presentó motilidad y esporas ovales, subterminales. Las colonias fueron de 
color gris opaco y con tamaño de 3 a 8 mm de diámetro. Su superficie y bordes fueron 
irregulares. 
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De los cuatro municipios, en el año 2008 el municipio de Nemocón presentó el promedio 
anual de precipitación más bajo, 1183,57 mm lo mismo que el promedio anual de 
temperatura más bajo, 13,43 oC. 
 
El número de cultivos realizados para obtener los aislamientos y los medios utilizados se 
describen en la tabla 2.4 en la que se indica también el resultado de la prueba biológica 
de toxicidad en cultivo celular. 
 
Tabla 2 4 Aislamiento de 24 cepas de Clostridium spp. Número de cultivos y medios 
utilizados. Prueba biológica en cultivo celular (HeLa). Diez fincas de los municipios de 
















1 Mariquita MF1 3 16 10 2 Clostridium hastiforme DOO 5559 100
2 Mariquita MF2 3 41 21 2 Clostridium botulinum DOO 5560 100
3 Mariquita MF2 3 19 11 2 Clostridium butyricum NT 75
4 Mariquita MF3 3 32 14 2 Clostridium glicolicum DOO 5564 100
5 Mariquita MF3 3 19 9 2 Clostridium septicum NT 50
6 Mariquita MF1 3 21 12 2 Clostridium sordellii NT 75
7 Mariquita MF1 3 27 18 2 Clostridium sordellii DOO 5558 100
8 Nemocón NF1 3 10 5 2 Clostridium limosum DOO 5563 100
9 Nemocón NF2 3 8 7 2 Clostridium chauvoei DOO5555 100
10 Puerto López PLF3 1 5 3 2 Clostridium hastiforme NT 50
11 Puerto López PLF1 1 3 3 2 Clostridium glicolicum NT 50
12 Puerto López PLF2 1 6 9 3 Clostridium glicolicum NT 50
13 Puerto López PLF3 1 7 9 2 Clostridium sordellii NT 75
14 Puerto López PLF1 15 9 13 Clostridium sordellii NT 75
15 Puerto López PLF1 3 7 6 4 Clostridium sordellii DOO 557 100
16 Puerto López PLF2 1 6 6 2 Clostridium sordellii NT 50
17 Puerto López PLF3 1 5 3 1 Clostridium sordellii NT 50
18 Puerto López PLF2 1 8 6 3 Clostridium tertium DOO 5562 100
19 Ubaté UF3 1 9 5 2 Clostridium hastiforme NT 25
20 Ubaté UF1 3 5 6 1 Clostridium botulinum DOO 5561 100
21 Ubaté UF1 3 5 6 1 Clostridium butyricum NT 25
22 Ubaté UF2 3 10 7 2 Clostridium sordellii DOO 5556 100
23 Ubaté UF2 3 5 6 1 Clostridium sordellii NT 75
24 Ubaté UF3 3 5 6 1 Clostridium sordellii NT 75  
 
Los sobrenadantes de cultivo de las cepas aisladas fueron sometidos a pruebas de 
toxicidad en cultivo celular; el daño ocasionado en las células por el sobrenadante fue 
calificado porcentualmente (figuras 2.5, 2.6, 2.7, 2.8 y 2.9, tabla 2.4). De las 24 bacterias 
aisladas se seleccionaron diez, las cuales fueron calificadas con 100% de lesión celular 
en cultivo celular (figura 2.9, tabla 2.4): Posteriormente, el sobrenadante de cultivo fue 
calentado por 10 minutos a 80º C para determinar si este era termolábil o termoestable. 
Con este resultado se desarrolló la prueba biológica en ratón comparando los materiales 
sometidos al calor y los que no se sometieron al calor (Hatheway, 1990; Thomas, 1991). 
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Figura 2 5 Cultivo de células HeLa. Categoría del 0% de daño celular: No se observa 
daños en las células HeLa. 
 
 
Figura 2 6 Cultivo de células HeLa. Categoría del 25% de daño celular: Se observa leve 
vacuolización (a) y pérdida de contornos celulares. 
 
a 
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Figura 2 7 Cultivo de células HeLa. Categoría del 50% de daño celular: Se observa 
aumento en la vacuolización intracitoplasmática (a) y cambio en la morfología de las 
células (b). 
 
Figura 2 8 Cultivo de células HeLa. Categoría del 75% de daño celular: Se observa leve 
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Figura 2 9 Cultivo de células HeLa. Categoría del 100% de daño celular: Lisis celular, se 
destruye en su totalidad el cultivo de células. 
 
Las bacterias con sobrenadantes toxigénicos seleccionadas fueron sometidas 
posteriormente a la extracción de DNA y al proceso de secuenciación del ribosoma 16S 
rARN (Collins et al., 1994). Los resultados de las secuencias obtenidas se presentan a 
continuación: 
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Paralelamente se desarrolló el mismo protocolo para las bacterias C. septicum (Vacuna 
comercial), C. chauvoei (Vacuna comercial) y C. sordellii  (Laboratorio comercial). Las 
bacterias C. septicum (Vacuna comercial) y C. chauvoei (Vacuna comercial) eran 
bacterias de referencia importadas (ATCC) y se utilizan en la producción de biológicos. 
La bacteria C. sordellii  (Laboratorio comercial) se aisló en el departamento del Tolima, 
municipio de Armero en una finca en donde se presentó un brote epidémico de 
mortalidad. El objetivo fue comparar la similaridad filogenética de dichas bacterias con las 
bacterias aisladas en este trabajo. Las secuencias fueron: 
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En la tabla 2.5 se indica el tipo de Clostridium aislado lo mismo que el tamaño de los 
amplímeros de las secuencias del gen 16SrARN. También se indica el tamaño de los 
amplímeros de las secuencias del gen 16SrARN de Clostridium utilizado en la producción 
de vacuna por un laboratorio comercial. 
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Tabla 2 5 Tamaño de los amplímeros de las secuencias del gen 16SrARN de Clostridium 
spp. aislados; Tamaño de los amplímeros de las secuencias del gen 16SrARN de 
Clostridium utilizado en la producción de vacuna por un laboratorio comercial. 
 
Num SECUENCIA CODIGO BACTERIA PB 
1 Secuencia 1: gi   DOO5555 Clostridium chauvoei 1318 pb 
2 Secuencia 2: gi  DOO5556 Clostridium sordellii 1317 pb 
3 Secuencia 3: gi DOO5557  Clostridium sordellii 1317 pb 
4 Secuencia 4: gi DOO5558  Clostridium botulinum 1315 pb 
5 Secuencia 5: gi  DOO5559 N. N. 1316 pb 
6 Secuencia 6: gi  DOO5560 Clostridium botulinum 1315 pb 
7 Secuencia 7: gi DOO5561 Clostridium sordellii 1317 pb 
8 Secuencia 8: gi  DOO5562 Clostridium botulinum  1317 pb 
9 Secuencia 9: gi DOO5563 Clostridium botulinum 1315 pb 
10 Secuencia 10: gi DOO5564 Clostridium botulinum 1315 pb 
11 Secuencia 11: gi DOO5565  N. N. 941 pb  
12 Secuencia 12: gi  LABORATORIO Clostridium septicum 1318 pb 
13 Secuencia 13: gi LABORATORIO Clostridium chauvoei 1318 pb 
14 Secuencia 14: gi LABORATORIO Clostridium sordellii 1316 pb 
 
 
Las secuencias de las bacterias Clostridium septicum AB558163, Clostridium chauvoei 
EU106372, Clostridium botulinum NC_010723.1, Clostridium limosum EU118811, 
Clostridium botulinum ABDP01000028, Clostridium difficile ABHE02000055 y Clostridium 
sordellii AB550230 se obtuvieron de la base de datos del Gen Bank de NCBI y se 
utilizaron para determinar la similaridad de sus secuencias con las secuencias de las 
bacterias aisladas. Las características de dichas bacterias son: 
 
Clostridium septicum AB558163 secuencia parcial del gen 16S ribosomal RNA. La 
bacteria fue obtenida de la colección de microorganismos del instituto BioResource 
Center, división de microbiología, Japón (Sakamoto, M., 2010. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
Clostridium chauvoei EU106372 aislamiento CC6, secuencia parcial del gen 16S 
ribosomal RNA. Corresponde a la diversidad de especies de Clostridium de la India. 
Universidad Bharathiar, Biotecnología, División Biotecnología Microbial (Sathish, S. & 
Swaminathan, K., 2007. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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Tabla 2 6 Porcentaje de similaridad de secuencias de Clostridium spp. Secuencia de 
bacterias aisladas; secuencias de bacterias de laboratorio comercial. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
C.sordellii DOO5556           1
C.sordellii DOO5557         2 99.0
C.sordellii DOO5561    3 99.0 99.0
C.sordellii lab             4 98.0 98.0 98.0
C.sordellii AB550230G.B.    5 98.0 98.0 98.0 99.0
C.difficile ABHE020000551G 6 95.0 95.0 95.0 96.0 96.0
C.chauvoei DOO5555          7 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 86.0
C.septicum  AB558163G.B.   8 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 86.0 100.0
C.limosum  EU118811G.B         9 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 91.0 91.0
C.chauvoei EU106372G.B        10 84.0 84.0 84.0 84.0 84.0 84.0 98.0 98.0 90.0
C.botulinum NC010723G.B.  11 85.0 85.0 85.0 84.0 85.0 84.0 94.0 94.0 90.0 93.0
C.septicum lab            12 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 100.0 100.0 91.0 98.0 94.0
C.chauvoei lab               13 84.0 84.0 84.0 84.0 84.0 85.0 98.0 98.0 90.0 99.0 94.0 98.0
C.botulinum DOO5562         14 84.0 84.0 84.0 84.0 84.0 85.0 95.0 95.0 91.0 94.0 93.0 95.0 95.0
C.botulinum DOO5560           15 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 91.0 91.0 92.0 90.0 90.0 91.0 90.0 91.0
C.botulinum DOO5564        16 84.0 85.0 85.0 85.0 85.0 84.0 91.0 91.0 92.0 90.0 90.0 91.0 90.0 91.0 99.0
C.botulinum DOO5563         17 84.0 84.0 84.0 84.0 85.0 84.0 91.0 91.0 92.0 90.0 90.0 91.0 90.0 91.0 99.0 99.0
C.botulinum  DOO5558       18 84.0 84.0 84.0 84.0 84.0 84.0 91.0 91.0 91.0 90.0 90.0 90.0 90.0 91.0 98.0 98.0 99.0
C.botulinum  ABDP01000028G.B. 19 85.0 85.0 85.0 85.0 85.0 84.0 91.0 91.0 92.0 90.0 90.0 91.0 90.0 91.0 100.0 99.0 99.0 98.0  
 
Clostridium botulinum NC_010723.1 secuencia parcial del gen 16S ribosomal RNA. 
Trabajos desarrollados en el Laboratorio Nacional Los Alamos NM, Estados Unidos 
(Brinkac, L. M., Brown, J. L., Bruce, D., Detter, C., Munk, C., Smith, L. A., Smith, T. J., 
Sutton, G. and Brettin, T. S., 2008. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
Clostridium limosum cepa VA3187/2007, accesion EU118811, secuencia parcial del gen 
16S ribosomal RNA. Aislado de una herida de un hombre de 21 años de edad, el 24 de 
agosto de 2007. Instituto fuer Klinische Mikrobiologie, Universidad Erlangen, 
Wasserturmstr.Alemania (Geissdoerfer, W., von Stockmar von Wangenheim, C. & 
Schoerner, C. 2007. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
C. botulinum ABDP01000028- secuencia parcial del gen 16S ribosomal RNA. Fue aislado 
de un caso de botulismo infantil. J. Instituto Craig Venter. Rockville, Estados Unidos 
(Harkins, D. M.; Shrivastava, S.; Brinkac, L. M.; Durkin, A. S. & Sutton, G. 2007. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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Figura 2 10 Dendograma relaciones filogenéticas de Clostridium spp. basado en 
secuencias de 16SrDNA. Los valores Bootstrap (expresados como porcentajes de 10000 
replicaciones) son demostrados en las ramas. Modelo Kimura 2 – Parámetros. (Mega 
4®). 
 
Clostridium difficile QCD-76w55 NZ_ABHE02000055, secuencia de todo  el genoma. El 
aislamiento fue hecho por el Dr. A. Dascal, en el Jewish General Hospital de Montreal, 
Quebec, Canadá (Dias, J., Hernandez, C., Pinsonnault, C., Leveque, G., Marquis, P., 
Nagy, C., Villeneuve, A., Blanchette, R., Brukner, I., Oughton, M., Forgetta, V., Markovic, 
C., Nelson, J., Mardis, E., Gerding, D., Dascal, A. y Dewar, K, el 3 de enero de 2009 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
Clostridium sordellii secuencia parcial del gen 16S rRNA, AB550230, cepa: JCM 3814. La 
bacteria fue obtenida de la colección de microorganismos del instituto BioResource 
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Center, división de microbiología, Japón (Sakamoto, M. 2010. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
Con las secuencias de las bacterias se realizaron los alineamientos correspondientes 
(anexo 4) y se estimó la divergencia evolutiva de las secuencias. También se estimó el 
porcentaje de similaridad  (Tabla 2.6). Otros trabajos realizados en clostridios (Collins et 
al., 1994; Sasaki et al., 2001), han utilizado esta metodología, e indican que los trabajos 
basados en análisis de la secuencia de ADN son necesarios para mejorar las 
herramientas diagnósticas para éstas bacterias. 
 
2.3.2 Análisis filogenético 
Las bacterias aisladas y clasificadas bioquímicamente fueron comparadas con las 
secuencias de bacterias reportadas en el Gen Bank. De acuerdo con la información de la 
secuencia de ADN del gen 16S rRNA, la bacteria DOO5558 fue clasificada como C. 
sordellii y presentó valores altos de similaridad de su secuencia con C. botulinum; la 
bacteria DOO5561 clasificada como C. botulinum presentó similaridad de su secuencia 
con C. sordellii; la bacteria DOO5562 clasificada como C. tertium presentó similaridad 
con C. botulinum; la bacteria DOO5563 clasificada como C. limosum presentó similaridad 
con C. botulinum; la bacteria  DOO5564 clasificada como C. glycolicum presentó 
similaridad con Clostridium botulinum, por lo que para el análisis final se adoptó esta 
identidad. 
 
En la figura 2.10 se observa el primer dendograma obtenido. Los valores de distancia se 
indican en la tabla 2.7. El dendograma muestra las relaciones filogenéticos de los 
clostridios. En el primer cluster obtenido se observa que las menores medidas de 
distancia (0,00000) se encontraron entre los aislamientos C. sordellii (DOO5557) y C. 
difficile (DOO5561); la identidad encontrada entre las secuencias de estas dos bacterias 
fue de 99%. C. sordellii (DOO5556) y C. sordellii (DOO5557) presentaron un valor de 
medida de distancia de 0,00077; la identidad encontrada entre las secuencias de estas 
dos bacterias fue de 99%. Este mismo resultado se presento en el 100% de las replicas 
después de un procedimiento de remuestreo de 10000 replicas, realizado por la 
metodología de bootstraping. En este primer cluster se agruparon las bacterias 
Clostridium sordellii, obtenidas de un laboratorio comercial y Clostridium sordellii 
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(AB550230), secuencia obtenida del Gen Bank con un valor de medida de distancia de 
(0.00232); la identidad encontrada entre las secuencias de estas dos cepas fue de 99%. 
 
Este resultado  se presentó en el 95% de las replicas después de un procedimiento de 
remuestreo de 10000 replicas. La secuencia de Clostridium difficile ABHE020000551 
obtenida del Gen Bank se agrupo con los anteriores secuencias, aunque con un mayor 
valor de medida de distancia de 0,03725; la identidad encontrada entre la secuencia de 
esta bacteria y las del cluster fue de 96%, distribución observada en el 100% de las 
replicas después de un procedimiento de remuestreo de 10000 replicas. 
 
Tabla 2 7 Distancia evolutiva de Clostridium spp., bacterias aisladas, bacterias de 
laboratorio comercial y cepas de referencia (GenBank). Diez fincas de los municipios de 
Mariquita, Nemocón, Puerto López y Ubaté.  Modelo Kimura 2 – Parámetros. (Mega 4®). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 #gi|C. sordelllii DOO5556
2 #gi|C. sordellii  DOO5557 0.00077
3 #gi|C.sordellii DOO5561 0.00077 0.00000
4 #gi|C.sordellii laboratorio 0.01486 0.01400 0.01407
5 #gi|C. sordelliiAB550230 0.01723 0.01645 0.00165 0.00320
6 #gi|C.difficile ABHE020000551 0.04719 0.04638 0.04638 0.03644 0.03725
7 #gi|C. chauvoei DOO5555 0.15460 0.15366 0.15366 0.14970 0.14869 0.14776
8 #gi|C.s epticum AB558163 0.15460 0.15366 0.15366 0.14970 0.14869 0.14776 0.00000
9 #gi|C.limosum EU118811 0.16309 0.16215 0.16215 0.16012 0.15909 0.15165 0.09407 0.09407
10 #gi|C.chauvoei EU106372 0.17003 0.16908 0.16908 0.16503 0.16597 0.16403 0.01560 0.01560 0.10468
11 #gi|C.botulinum  NC10723 0.15347 0.15254 0.15254 0.15839 0.15735 0.16037 0.05216 0.05216 0.09667 0.06304
12 #gi|C.septicum Laboratorio 0.15460 0.15366 0.15366 0.14970 0.14869 0.14776 0.00000 0.00000 0.09407 0.01560 0.05216
13 #gi|C.chauvoei Laboratorio 0.16518 0.16424 0.16424 0.16021 0.16115 0.15923 0.01167 0.01167 0.10206 0.00387 0.05884 0.01167
14 #gi|C.botulinum DOO5562 0.16131 0.16037 0.16037 0.16031 0.15927 0.15529 0.04382 0.04382 0.08352 0.05372 0.06645 0.04382 0.04959
15 #gi|C. botulinum  DOO5560 0.16141 0.16047 0.16047 0.15844 0.15641 0.15797 0.08734 0.08734 0.07560 0.10143 0.08957 0.08734 0.09701
16 #gi|C. botulinum  DOO5564 0.16235 0.16141 0.16141 0.15938 0.15735 0.16892 0.08820 0.08820 0.07645 0.10230 0.09043 0.08820 0.09787
17 #gi|C. botulinum  DOO5563 0.16535 0.16441 0.16441 0.16235 0.16031 0.17194 0.08731 0.08731 0.07558 0.10139 0.08955 0.08731 0.09696
18 #gi|C. botulinum  DOO5558 0.16903 0.16808 0.16808 0.16603 0.16398 0.17576 0.09163 0.09163 0.08160 0.10396 0.09389 0.09163 0.09953
19 #gi|C. botulinum  ABDP01000028 0,16641 0.16547 0.16547 0.16341 0.16136 0.17300 0.09184 0.09184 0.07817 0.10602 0.09404 0.09184 0.10156  
 
 
Un segundo cluster lo conformaron las bacterias C. botulinum (DOO5564) y C. botulinum 
(DOO5560) con un valor de distancia de 0,00077, la identidad encontrada entre las 
secuencias de estas dos bacterias fue de 99%; Esta distribución se presento en el 85% 
de las replicas. La bacteria C. botulinum ABDP01000028 obtenida del Gen Bank se 
agrupa con las anteriores con un valor de medida de distancia de (0,00698), la identidad 
encontrada entre las secuencias de estas dos bacterias fue de 99%, distribución que se 
presento en el 63% de las replicas. Las bacterias C. botulinum (DOO5558) y C. botulinum 
(DOO5563) se agruparon en este cluster con un valor de medida de distancia de 
(0,00854); la identidad encontrada entre las secuencias de estas dos bacterias fue de 
99%, distribución que se presentó en el 60% de las replicas. 
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Figura 2 11 Dendograma, relaciones filogenéticas de clostridios basado en secuencias de 
16SrDNA. Los valores Bootstrap (expresados como porcentajes de 1000 replicaciones) 
son demostrados en las ramas. Modelo Tamura 3 – Parámetros. (Mega 4®). La barra 
representa el 10% de divergencia genética 
 
El tercer cluster lo formaron las bacterias de C. septicum obtenidas del laboratorio 
comercial, C. septicum AB558163 obtenida del Gen Bank y C. chauvoei DOO5555 entre 
las que presentaron una distancia de (0.00000) igualmente, la identidad encontrada entre 
las secuencias de estas bacterias fue de 100%. Esta agrupación se presentó en el 93% 
de las replicas. Muy cercanos se agregaron C. chauvoei obtenida de laboratorio 
comercial y C, chauvoei EU106372 obtenida de Gen Bank los cuales presentaron una 
distancia de (0,000387) entre ellos; la identidad encontrada entre las secuencias de estas 
dos bacterias fue de 99%., la distribución que presentaron se observó en el 100% de las 
replicas. 
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Con el fin de comprobar los resultados obtenidos se desarrolló otro análisis filogenético 
estimando los valores de similaridad genética, mediante el uso de la medida de Tamura 
(Tamura, 2007), con el cual se obtuvieron cluster bacterianos similares a los obtenidos 
por el método Kimura (Kimura, 1980). 
 
Los resultados se observan en la figura 2.11 y en la tabla 2.8, donde se presentan las 
distancias filogenéticas. 
 
Tabla 2 8 Distancia evolutiva de Clostridium spp., bacterias aisladas, bacterias de 
laboratorio comercial y cepas de referencia (GenBank). Diez fincas de los municipios de 
Mariquita, Nemocón, Puerto López y Ubaté.  Modelo Tamura 3 – Parámetros. (Mega 4®). 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 #gi|C. sordelllii DOO5556
2 #gi|C. sordellii  DOO5557 0.00077
3 #gi|C.sordellii DOO5561 0.00077 0.00000
4 #gi|C.sordellii laboratorio 0.01486 0.01408 0.01408
5 #gi|C. sordelliiAB550230 0.01723 0.01645 0.00165 0.00232
6 #gi|C.difficile ABHE020000551 0.04720 0.04638 0.04638 0.03644 0.03725
7 #gi|C. chauvoei DOO5555 0.15464 0.15371 0.15371 0.14975 0.14873 0.14779
8 #gi|C.s epticum AB558163 0.15464 0.15371 0.15371 0.14975 0.14873 0.14779 0.00000
9 #gi|C.limosum EU118811 0.16313 0.16218 0.16218 0.16016 0.15913 0.15168 0.09409 0.09409
10 #gi|C.chauvoei EU106372 0.17007 0.16912 0.16912 0.16508 0.16602 0.16407 0.01560 0.01560 0.10470
11 #gi|C.botulinum  NC10723 0.15349 0.15256 0.15256 0.15842 0.15738 0.16039 0.05217 0.05217 0.09668 0.06304
12 #gi|C.septicum Laboratorio 0.15464 0.15371 0.15371 0.14975 0.14873 0.14779 0.00000 0.00000 0.09409 0.01560 0.05217
13 #gi|C.chauvoei Laboratorio 0.16523 0.16428 0.16428 0.16026 0.16120 0.15926 0.01167 0.01167 0.10208 0.00387 0.05885 0.01167
14 #gi|C.botulinum DOO5562 0.16136 0.16042 0.16042 0.16038 0.15933 0.15533 0.04383 0.04383 0.08353 0.05373 0.06645 0.04383 0.04959
15 #gi|C. botulinum  DOO5560 0.16145 0.16051 0.16051 0.15848 0.15645 0.16800 0.08736 0.08736 0.07561 0.10144 0.08958 0.08736 0.09702 0.08493
16 #gi|C. botulinum  DOO5564 0.16239 0.16145 0.16145 0.15942 0.15739 0.16895 0.08821 0.08821 0.07646 0.10231 0.09044 0.08821 0.09789 0.08578 0.00077
17 #gi|C. botulinum  DOO5563 0.16539 0.16445 0.16445 0.16240 0.16036 0.17197 0.08732 0.08732 0.07559 0.10140 0.08955 0.08732 0.09698 0.08489 0.00309 0.00387
18 #gi|C. botulinum  DOO5558 0.16907 0.16812 0.16812 0.16607 0.16403 0.17580 0.09165 0.09165 0.08160 0.10398 0.09390 0.09165 0.09954 0.09001 0.01010 0.01088 0.00854
19 #gi|C. botulinum  ABDP01000028 0,16645 0.16551 0.16551 0.16345 0.16140 0.17304 0.09185 0.09185 0.07817 0.10603 0.09404 0.09185 0.10158 0.08942 0.00620 0.00698 0.00932 0.01639  
 
En la secuencia de las bacterias aisladas se determinaron zonas de variabilidad ubicadas 
en la posición 793, en la cual las bases consenso ACT fueron reemplazadas por las 
bases TTC, en las bacterias C. chauvoei DOO5555, C. septicum AB558163G.B, C. 
chauvoei EU106372G.B, C. septicum lab, C. chauvoei lab (Anexo 6). 
 
En la posición 811 la secuencia consenso TTA fue reemplazada por AGC en las 
bacterias C. chauvoei DOO5555, C. septicum AB558163G.B, C. limosum EU118811G.B, 
C. chauvoei EU106372G.B, C. botulinum NC010723G.B, C. septicum lab, C. chauvoei 
lab, C. botulinum DOO5562, C. botulinum DOO5560, C. botulinum DOO5564, C. 
botulinum DOO5563, C. botulinum DOO5558, C. botulinum ABDP01000028G.B. (Anexo 
6). 
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En la posición 1202 la secuencia consenso CCGGAG fue reemplazada por la secuencia 
TTACTC en las bacterias C. chauvoei DOO5555, C. septicum AB558163G.B, C .limosum 
EU118811G.B; por TT-CTC en las bacterias C. chauvoei EU106372G.B; por TTACTC en 
las bacterias C. botulinum NC010723G.B, C. septicum lab, C. chauvoei lab, C. botulinum 
DOO5562 (Anexo 6). 
 
En la posición 1215 la secuencia consenso ACAAAAG fue reemplazada por la secuencia 
TGCTGCT en las bacterias C. chauvoei DOO5555, C. septicum AB558163G.B; por la 
secuencia CATTTCAA en la bacteria C .limosum EU118811G.B; por TACTGCT en la 
bacterias C. chauvoei EU106372G.B; por TGCCGTTT en la bacteria C. botulinum 
NC010723G.B; por TGCTGCT en C. septicum lab; por la secuencia CA-TTCAT en la 




2.4.1 Caracterización bioquímica 
Para identificar bacterias clostridiales se utilizan los métodos convencionales, basados en 
las características fenotípicas, puesto que su realización y costo los hace más 
asequibles. Los métodos genotípicos suelen reservarse para las bacterias que no se 
pueden identificar con métodos convencionales. Los esquemas tradicionales de 
identificación fenotípica bacteriana se basan en las características "observables" de las 
bacterias, como su morfología, desarrollo, y propiedades bioquímicas que reflejan el 
metaboñismo. El cultivo, continúa siendo el método diagnóstico de elección; permite el 
aislamiento del microorganismo, su identificación, el estudio de sensibilidad a los 
antimicrobianos y facilita la aplicación de marcadores epidemiológicos (Smith et al., 1968; 
Smith et al., 1975; Dowel et al., 1976; Smith, 1977; Hateway, 1988-1990; Bou et al., 
2011). 
 
Los resultados de caracterización bioquímica permitieron dar una clasificación 
aproximada de las bacterias aisladas; sin embargo esta no es exacta como lo reporta 
Bou et al., (2011). La caracterización bioquímica fue confrontada con la caracterización 
molecular, encontrando que bacterias clasificadas como C. sordellii, C. tertium, C. 
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limosum y C. glycolicum resultaron ser molecularmente C. botulinum. Una bacteria C. 
botulinum resultó ser molecularmente C. sordellii, por lo que los resultados de 
clasificación bioquímica de esas bacterias no eran los correctos.  
 
A pesar de lo indicado anteriormente es necesario revisar los protocolos de 
caracterización bioquímica principalmente lipasa y lecitinasa para buscar los correctivos 
ya que muchas observaciones de los medios de cultivo resultan subjetivas. Las 
reacciones de lipasa y lecitinasa por parte de las bacterias se demostraron en agar yema 
de huevo. La lipasa transforma las grasas en glicerol y ácidos grasos dando una capa 
iridiscente que cubre la superficie de la colonia; la lecitinasa (α toxina, fosfolipasa C) 
produce un halo opaco alrededor de la colonia por lisis de la lecitina, características de 
alguna utilidad en la caracterización bioquímica de las mismas, pero que no son exactas 
algunas veces, por lo que se requiere el uso de herramientas más específicas. 
Se pudo comprobar que algunas especies de clostridios son sacarolíticos (fermentan la 
glucosa), otras producen hidrólisis de la gelatina y otras pueden tener ambas 
características. 
 
2.4.2 Caracterización molecular 
La ausencia de concordancia entre las características observables, morfológicas y/o 
fenotípicas del aislamiento en estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de la especie 
tipo, hacen que los métodos fenotípicos realicen la identificación más probable y no 
definitiva. Para solventar los problemas presentados por los sistemas de identificación 
fenotípica —no todas las cepas de una misma especie muestran una característica 
específica; una misma cepa puede generar diferentes resultados en ensayos repetidos; y 
las limitaciones en la base de datos de bacterias correspondiente, entre otros— se han 
impuesto los métodos genotípicos de identificación bacteriana como procedimientos 
complementarios o alternativos (Alba, 2011; Bou et al., 2011). 
Una amplia variedad de genes han sido utilizados como dianas moleculares en los 
estudios taxonómicos o de filogenia en las distintos géneros y distintas especies 
bacterianas, constituyendo el análisis del ARNr 16S el marcador inicial y en numerosas 
situaciones el marcador suficiente para realizar una identificación más precisa (Bou et al., 
2011). 
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El análisis de la secuencia del ARNr 16S constituye una herramienta muy útil en el 
estudio de la diversidad bacteriana en muestras clínicas y ambientales, por lo que se ha 
estudiado en un gran número de especies bacterianas. Aunque las secuencias 
disponibles en las bases de datos presentan un tamaño variable, suelen analizarse entre 
500 y 1.500 pb. Actualmente, GenBank es la base de datos con mayor información ya 
que contiene más de 2 millones de secuencias depositadas del gen ARNr 16S (Bou et 
al., 2011).  
Las bacterias caracterizadas molecularmente en este trabajo resultaron ß hemolíticas, 
situación indicada por Hateway (1988; 1990) y por Smith (1968), quienes reportaban que 
este criterio podía ser un indicativo de patogenicidad de los clostridios. 
 
Desde hace unos años se había demostrado el uso del gen 16S rADN para permitir un 
diagnóstico más rápido de las infecciones causadas por diferentes especies de 
Clostridium, indicando que la secuencia de algunas regiones del gen 16S rADN presenta 
homología en todas las bacterias, pero que en otras regiones de este gen se pueden 
demostrar considerables diferencias (Urtler et al., 1991), por lo que constituye una 
alternativa para identificar los clostridios de importancia clínica (patógenos), entre los 
cuales se describen los aislados en este trabajo. 
 
2.4.2.1 Clostridium botulinum 
De las nueve bacterias caracterizadas molecularmente, las cuales demostraron 100% 
toxicidad en cultivo celular y en ratones, cinco (55.5%) correspondieron a C. botulinum, 
por lo que constituyó la bacteria de mayor frecuencia en este estudio. Tres de ellas 
(33,3%) se aislaron en el municipio de Mariquita, departamento del Tolima. Otra se aisló 
en el municipio de Nemocón, departamento de Cundinamarca (11,1%) y la quinta se aisló 
en el municipio de Puerto López departamento del Meta (11.1%). 
 
El C. botulinum se encuentra comúnmente en muestras de suelos y sedimentos 
acuáticos. Hauschild (1989) ha proporcionado un resumen completo de los estudios 
sobre muestras de suelo y sedimentos acuáticos de América del Norte y América, 
Europa, Asia, África del Sur, Islandia y Nueva Zelanda. Él ha intentado proporcionar una 
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estimación de la densidad de las esporas (número más probable por kilogramo de suelo 
o sedimento) para cada zona de estudio. La densidad de esporas en el suelo oscilan 
entre 1 y 6 (Gran Bretaña) a 2.500 (los campos de papa Países Bajos), y aquellos en los 
sedimentos van de 1 (Islas Feroe, el Golfo de Maine) a 920 (el lago Michigan). Los tipos 
A y B son predominantes en los suelos de la parte continental de Estados Unidos, pero 
de tipo E es el más común en los suelos de Alaska, el norte de Europa, y Japón. 
 
Es importante destacar que  a través de las neurotoxinas C y D el C. botulinum está 
comprometido en intoxicaciones alimentarias en bovinos caracterizadas por producir 
brotes de mortalidad con cuadro clínicos de tipo nervioso y parálisis motora del tren 
posterior (Hateway, 1988; Titball et al., 2003; Ortiz & Villamil, 2008). Sus neurotoxinas 
son termolábiles y se desnaturalizan fácilmente. 
 
Los resultados de este trabajo indican que C. botulinum (DOO5560) y C. botulinum 
(DOO5564) (0,00077) tienen un origen filogenético similar, situación compatible con el 
aislamiento C. botulinum (DOO5558) y C. botulinum (DOO5563) (0,000854). A pesar de 
demostrar el efecto toxigénico de los sobrenadantes de cultivo se hace necesario en una 
fase futura de investigación implementar los protocolos de neutralización (Hateway, 1990; 
Ortiz, 2000) para determinar el tipo de toxina producida por éstas bacterias y estandarizar 
los protocolos para secuenciar los genes productores de BoNT (Urtler et al., 1991).  
 
Los aislamientos de Clostridium botulinum presentes en los suelos de fincas afectadas 
por brotes epidémicos demuestran la importancia de desarrollar futuros estudios 
epidemiológicos. Dicho microorganismo participa como agente causal de intoxicaciones 
alimentarias en bovinos, asociadas a casos de muerte súbita (neurotoxinas C y D) 
(Hateway, 1988, 1990; Ortiz, 2000). 
 
El análisis del gen 16S rRNA en las especies de Clostridium aislados corroboran lo 
descrito en la literatura en donde se ha demostrado que las cepas de Clostridium 
botulinum forman cuatro grupos diferentes (Grupos I, II, III y IV) (Hateway, 1990; Smith, 
1977) que representan los grupos fisiológicos basados en análisis del mismo gen. De 
esta forma la filogenia de éstas especies basada en análisis molecular ha soportado la 
taxonomía actual que también está basada en los atributos fisiológicos de las especies y 
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en las neurotoxinas botulínicas (BoNTs) producidas (Hill et al., 2010), las cuales los 
clasifican en siete grupos serológicamente diferentes (serotipos A hasta G) (Hateway, 
1995). 
 
En el Brasil, en la zona de No Sul de Goiás, a partir de 1977 se desencadenó la 
mortalidad de millares de bovinos, ocasionado por la sustitución gradual de pastos 
nativos cuyo suelo era deficiente en fósforo, por pastos cultivados, principalmente 
gramíneas poco exigentes, y la introducción de bovinos seleccionados para rápido 
crecimiento. El síndrome se caracterizó por afectar principalmente vacas en avanzado 
estado de gestación o en el inicio de la lactancia, fase donde los requerimientos de 
fósforo eran mayores. Los bovinos que pastaban en esos suelos deficientes en fósforo, 
adquirían instintivamente el curioso hábito de roer huesos (alotriofagia - osteofagia) de 
cadáveres para suplir la deficiencia de fósforo de la alimentación (De Souza & 
Langenegger, 1987). Para investigar el brote de mortalidad se realizo un estudio de 
aislamiento y caracterización de cepas de C. botulinum aisladas de suelo (CT-Bariloche, 
2002). Se aisló un 39% de cepas de C. botulinum tipos C y D lo cual suministró 
información para la caracterización de los tipos de C. botulinum responsables por el 
botulismo bovino en el Brasil. La utilización de cepas aisladas en ese país para la 
producción de toxoides se convirtió en un factor que mejoró los índices de protección 
frente a los desafíos de campo (CT-Bariloche, 2002). 
 
El botulismo epidémico ocurre en animales criados extensivamente en pasturas pobres 
en fósforo sin suplementación mineral adecuada, debido al hábito de los animales de roer 
huesos (alotriofagia), con mayor incidencia en el período de lluvias, en el auge del ciclo 
vegetativo de las plantas forrajeras. La prevalencia de la enfermedad afecta por orden de 
frecuencia a las vacas en gestación y/o lactación con cría al pie, raramente ataca 
terneros y más raramente aún otros animales adultos. 
 
Cuadros similares se describen en Australia desde 1992, donde se responsabilizó al 
botulismo como el causante de la mortalidad no solamente en bovinos sino en aves 
acuáticas (Gregory et al., 1996; Gregory & Main, 1996). 
 
Las épocas de presentación de los brotes epidémicos generalmente en épocas de lluvia 
o después de ellas, las deficiencias minerales en la nutrición de los animales, la 
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sintomatología aguda de los animales afectados, la ausencia de hallazgos macro y 
microscópicos en cadáveres, los grupos etarios afectados (hembras en buena condición 
corporal), hacen presumir que este tipo de intoxicación alimentaria está presente en otras 
áreas del país elevando los indicadores de mortalidad, por lo que se hace necesario 
desarrollar estrategias de diagnóstico, entre las cuales se pueden considerar las 
desarrolladas en este trabajo. 
 
2.4.2.2 Clostridium sordellii 
 
De las nueve bacterias caracterizadas molecularmente, tres (33,3%) correspondieron a 
Clostridium sordellii, dos de ellas (22,2%) aisladas en el municipio de Ubaté 
Cundinamarca y la otra (11,1 %) en el municipio de Puerto López departamento del Meta. 
Estos aislamientos coinciden con lo encontrado en Costa Rica (Gamboa et al., 2005) en 
donde C. sordellii (42 %) fue la bacteria más frecuente presente en los suelos. 
 
La caracterización molecular de los aislamientos a partir de muestras de suelo de C. 
sordellii DOO5556, en el municipio de Ubaté, Cundinamarca; C. sordellii DOO5557, en el 
municipio de Puerto López, Meta; C. sordellii del Laboratorio comercial, Armero, Tolima y 
C. sordellii DOO5561, del municipio de Ubaté, Cundinamarca, permitió establecer las 
distancias filogenéticos más pequeñas demostrando la importancia de dichas bacterias 
en estas zonas. C. sordellii produce dos principales factores de virulencia, la toxina 
hemorrágica y la toxina letal (LT), que están causalmente relacionadas con diarrea y 
enterotoxemia en animales domésticos y con gangrena gaseosa; además la exposición a 
la toxina hemorrágica induce actividad hemorrágica, mientras que la exposición a LT 
causas edemas severos (Just et al., 1996). 
 
Las primeras cepas de C. sordellii se aislaron de heridas infectadas en humanos. 
Posteriormente, el organismo fue implicado como causa de muerte de ganado en Nevada 
(Hall, 1929). MacLennan (1962) lista C. sordellii como uno de seis clostridios 
involucrados en gangrena gaseosa histotóxica, ligada a infecciones. Más recientemente, 
infecciones fatales causadas por C. sordellii se han observado en asociación con cirugías 
obstétricas, incisiones (episiotomía) (Hatheway, 1990). 
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La bacteria C. sordellii aislada por un laboratorio comercial en el municipio de Armero en 
un brote epidémico de mortalidad en la década del noventa y que fue incluida en un 
biológico utilizado para prevenir la enfermedad, fue caracterizada molecularmente en 
este trabajo y demuestra la cercanía filogenética con los C. sordellii aislados en otras 
zonas geográficas, indicando que las cepas tropicales tienen el mismo origen 
filogenético. 
 
2.4.2.3 Clostridium chauvoei y Clostridium septicum 
 
En este estudio también se aisló Clostridium chauvoei en el municipio de Nemocón (11,1 
%) departamento de Cundinamarca. Esta bacteria es causante de la enfermedad 
conocida con el nombre de “Pierna Negra", la cual afecta bovinos de cualquier edad, 
caracterizada por fiebre, depresión, cojeras y altos índices de mortalidad. Esta bacteria 
tiene similaridad filogenética con Clostridium septicum, el cual produce síntomas clínicos 
similares a C. chauvoei, lo que indica que dichas bacterias actúan como agentes 
causales de parte de la mortalidad encontrada (Kuhnert et al., 1996). Clostridium 
chauvoei, presenta reacción cruzada con Clostridium septicum, con el que tiene alta 
similaridad inmunogénica (Kojima et al., 2000). 
 
En Zambia (África), Mudenda et al., (2000), realizaron un estudio retrospectivo de 
enfermedades del ganado en producción extensiva, y encontraron que en suelos donde 
se aislaron C. septicum y C. chauvoei, hubo presencia de edema maligno y de pierna 
negra en bovinos. Se tomaron muestras de suelo de 5 regiones y observaron la 
presencia de Clostridios utilizando metodologías convencionales; aislaron C. septicum y 
C. chauvoei los cuales se caracterizaron por medio de inmunofluorescencia directa (IFA). 
El aislamiento de Clostridios a partir de suelo es de gran importancia ya que demostraron 
que en los sitios donde aislaron bacterias había relación con casos clínicos en bovinos 
documentados. Por lo tanto el análisis de los suelos y su correcta localización fue de gran 
utilidad para implementar planes de vacunación y de prevención. 
 
Kuhnert et al. (1996), determinaron las secuencias de los genes 16S rADN  (genes rrs) 
de Clostridium chauvoei y de Clostridium septicum, y encontraron una gran relación 
filogenética entre los dos. Amplificaron un fragmento de 1507 pb localizado en el gen rrs; 
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el análisis de similaridad de las secuencias reveló la estrecha relación filogenética de C. 
chauvoei y C. septicum y se encontró que 99,3% de los nucleótidos en los genes de C. 
chauvoei y C. septicum son iguales. 
 
Similares resultados fueron encontrados en el presente trabajo donde las bacterias C. 
septicum laboratorio comercial y C. chauvoei laboratorio comercial presentaron una 
identidad de la secuencia de (98,6%), lo que señala una estrecha relación filogenética, 
pero dificulta la identificación exacta de cualquiera de ellas a partir de métodos 
convencionales por lo que las metodologías utilizadas en este trabajo se podrían 
convertir en una buena alternativa de diagnóstico. 
 
Los métodos convencionales para la detección de Clostridium patógenos en muestras 
clínicas o en muestras de alimentos se basan en técnicas de cultivo bacteriano (Peterson 
et al., 1996), cultivos celulares para evaluar la citotoxicidad de las toxinas producidas por 
éstas bacterias (Delmee et al., 2005), o bioensayos en ratones (Lindstrom et al., 2001). 
Sin embargo, estos ensayos requieren mucho tiempo, ya que se necesitan varios días 
para obtener resultados completos. Como consecuencia, dichos métodos no brindan 
resultados oportunos afectando el desempeño o la vida de los pacientes. Recientemente, 
se ha demostrado la utilidad que tiene el PCR múltiplex para la detección de Clostridium 
spp, lo que se constituye en una alternativa rápida de identificación de bacterias 
patógenas (Janvilisri et al., 2010). 
 
En la literatura se reportan artículos que indican el uso de técnicas como PCR para la 
identificación y diferenciación de clostridios. Sasaki et al., en el año 2000, reportan el 
desarrollo de PCR para detectar DNA de Clostridium chauvoei usando primer derivados 
de 16S rADN. Sus resultados fueron demostrados en 37 cepas de Clostridium y en 3 
cepas de otros géneros, sugiriendo que esta prueba puede ser utilizada para la 
identificación de Clostridium chauvoei (Sasaki et al., 2001), situación comparable a lo 
descrito en este trabajo. 
 
2.4.3 Variables climatológicas y del suelo 
Fue posible establecer tendencias de las frecuencias de aislamientos obtenidos en los 
diferentes municipios con variables climatológicas como temperatura y precipitación; los 
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municipios de Puerto López y Mariquita presentaron valores superiores de precipitación y 
de temperatura ambiental y en ellos se aislaron un mayor número de bacterias 
corroborando lo señalado por Escobar (2009) y Mandigan et al. (2000) quienes indicaban 
respectivamente que el exceso de agua en el suelo suele causar encharcamiento y 
pérdida de oxígeno en los capilares del suelo lo cual hace que disminuyan los 
microorganismos aerobios y aumenten los anaerobios y la temperatura es uno de los 
factores ambientales que afecta el crecimiento y la supervivencia microbiana. 
 
La diversidad de clostridios en el suelo está asociada con la geografía de la zona, el pH, 
el clima, el tipo de suelo y la presencia de otros microorganismos, pero a la vez tienen la 
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones medioambientales pues tienen la 
facultad de esporular. En Costa Rica, Gamboa et. al., procesaron 117 muestras de 
diferentes regiones de las cuales aislaron 1945 cepas de clostridios (en su mayoría C. 
sordellii y C. perfringens). El rango de pH  de los suelos fue de 3.8 - 8.2 los cuales no 
mostraron diferencias significativas en las zonas geográficas estudiadas (Gamboa et al.,  
2005), hallazgos similares a los encontrados en este trabajo. 
 
2.4.4 Otras consideraciones 
Aunque los dendogramas realizados se obtuvieron por dos métodos diferentes, los 
resultados son similares. En ambos dendogramas se forman grupos diferenciados, en los 
cuales se demuestra que las bacterias aisladas corresponden a Clostridium y muestran 
algunas diferencias al alinearlas con las secuencias de las bacterias obtenidas en el 
GenBank (el valor de bootstraping es de 100%). La técnica de PCR se puede 
recomendar como una alternativa para el diagnóstico de estas enfermedades, ya que es 
más sensible que la caracterización bioquímica.  
Se hace necesario implementar estudios epidemiológicos que permitan dar a conocer las 
bacterias actuantes en las zonas de riesgo con el fin de establecer programas de 
prevención y control en las épocas más indicadas. Se hace necesario trabajar en 
conjunto con los laboratorios productores de biológicos para que promuevan el desarrollo 
de dichos productos con aislamientos locales o por lo menos que se verifique la 
efectividad de las cepas utilizadas para el control de las enfermedades en campo. 
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Con base en el conocimiento de la historia natural de la enfermedad en zonas de riesgo 
las autoridades encargadas de la sanidad animal puede implementar medidas de 
prevención y ajustar sus programas preventivos vacunales para que realmente se 








3. Epidemiología de clostridios patógenos 
asociados a los suelos, causantes de 




La presencia de brotes epidémicos de mortalidad en el ganado bovino ocasionados por 
clostridios, producen pérdidas económicas importantes para los sistemas de producción 
de las sabanas tropicales colombianas y son un reflejo del desequilibrio ambiental que 
a través de los años se ha venido observando en  el país. Dentro del concepto de 
inspección del rebaño (Blood, Radostits & Henderson, 1986), la presencia de un brote 
de mortalidad es en últimas la evidencia de algún tipo de desequilibrio ecológico en la 
finca o región; dichos cambios se manifiestan en las variables climáticas (veranos 
prolongados, inviernos más fuertes) y se reflejan en condiciones favorables para que 
los agentes patógenos tengan mejores condiciones  (temperatura y humedad) para 
multiplicarse y afectar las poblaciones bovinas (Ortiz & Benavides, 2004). Por lo tanto 
las soluciones a largo plazo deben considerar aspectos de manejo, nutrición, genética y 
de inmunidad de la población (Ortiz & Benavides, 2004). 
 
Dada la corta duración de los procesos desencadenados por clostridios a los bovinos, 
generalmente las lesiones desarrolladas, tanto macroscópicas, como microscópicas, 
son sutiles; por lo tanto, la diferenciación de las causas requiere de una gran capacidad 
de observación del personal que convive con el ganado, sumado a apropiados 
exámenes de necropsia y de histopatología; adicionalmente de la recolección de 
evidencia epidemiológica, sobre el cuadro clínico y patrones demográficos, temporales 
y espaciales de ocurrencia de la enfermedad (Thrusfield, 2005). 
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Los brotes epidémicos de mortalidad se hacen alarmantes ya que los animales 
afectados son animales en muy buena condición corporal, los cuales no evidencian 
signos y síntomas de alguna patología; de un momento a otro sufren la enfermedad 
que se presenta de curso agudo matando los animales sin que se encuentre 
explicación (Benavides; Ortiz & Benavides, 2000). 
 
Actualmente se conocen más de 100 especies de Clostridium, de las cuales, trece 
especies son consideradas patógenas. En condiciones adversas tienen la habilidad de 
convertirse en formas resistentes, conocidas como esporas, formas potencialmente 
infectantes durante largos periodos de tiempo. Son ubicuas, están presentes en el tracto 
intestinal de muchas especies animales y se asocian a los suelos de las zonas en 
pastoreo (Lobato & Assis, 2005). 
 
Por estas razones y dada la complejidad biológica y los principales aspectos de la 
epidemiología de los organismos asociados con el suelo, se destaca la necesidad de 
utilizar un abordaje epidemiológico cuando se requiera adelantar investigaciones sobre la 
relación de causalidad de estos microorganismos asociados a casos de enfermedad y o 
mortalidad en el hombre, pero particularmente en animales domésticos (Seifert et al., 
1996). 
 
Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones y con el ánimo de recolectar evidencia 
epidemiológica, se desarrolló un estudio de corte para investigar la prevalencia de 
clostridiosis en bovinos en cuatro municipios (Mariquita, Puerto López, Nemocón y Ubaté) 
de los departamentos de Tolima, Meta y Cundinamarca. El trabajo se baso en la aplicación 
de una encuesta epidemiológica estructurada (ver anexo 1) a productores de las zonas 
mencionadas, actividad que se llevó a cabo durante el año 2007. 
 
3.2 Materiales y métodos 
El criterio de inclusión de los departamentos y de los municipios seleccionados se basó 
en los reportes de casos de mortalidad dados por productores de la zona y por los 
laboratorios productores de biológicos, quienes advertían que en sus zonas ganaderas 
se estaban presentando brotes epidémicos de mortalidad bovina a pesar de que 
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utilizaban productos biológicos para inmunizar sus ganados. Dichos reportes se 
verificaron con los diagnósticos hechos por el Instituto Colombiano Agropecuario en los 
centros de diagnóstico y referenciados en el Sistema de Información y Vigilancia 
Epidemiológica Colombia, sanidad animal. Para el año 2006, se indicó que el total de 
predios afectados por brotes de mortalidad ocasionados por clostridios (carbón 
sintomático y otras Clostridiosis) fueron 54, con un total de predios a riesgo de 3431 
(vigilancia pasiva) (Orjuela et al., 2006; 2007). 
 
El criterio de selección de las fincas se basó en la ubicación geográfica, es decir que los 
predios estuvieran ubicados en las zonas de riesgo indicadas y se verificaron con los 
diagnósticos realizados por el ICA o por los laboratorios para que fueran incluidos como 
casos positivos. El criterio de exclusión de los predios fue dirigido a fincas que no fueran 
explotaciones ganaderas, es decir que se dedicaran exclusivamente a la agricultura; un 
factor adicional tenido en cuenta fue el deseo de colaboración del ganadero. La selección 
de las fincas se realizó mediante un muestreo aleatorio a partir de los listados de las 
bases de datos de los censos e inventarios de predios de los Comités de Ganaderos de 
las zonas de influencia, los cuales se originaron en los ciclos de vacunación contra  fiebre 
aftosa (Fondo Nacional del Ganado, 2006; Martin et al., 1997). 
 
Es claro que en este estudio no se pretende demostrar la causalidad de los factores ya 
que no hubo seguimiento de los animales (antecedencia) y sus resultados deben ser 
interpretados con cautela, debido a que la información obtenida se originó de encuestas 
de opinión aplicadas a los propietarios de las fincas incluidas y por esta razón, está 
sometida a la influencia de la veracidad de los datos aportados, por las creencias y 
percepciones que ellos tienen acerca del problema y por la información sobre el tema 
que han introducido laboratorios e instituciones asistenciales y de gobierno. 
 
El objetivo de este estudio de corte (Cross sectional) radicó en permitir un acercamiento 
inicial a la asociación entre un factor de riesgo y un efecto (predios afectados por 
mortalidad ocasionada por clostridios), si bien, dicha asociación puede no ser causal. La 
característica fundamental en este diseño, consistió en averiguar en los predios la 
presencia o la ausencia de mortalidad por esta causa y relacionarla con los factores de 
riesgo hipotéticos en el mismo momento. Los estudios de corte permiten un acercamiento 
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a la enfermedad, configurando una hipótesis de causalidad que posteriormente deberá 
ser sometida a prueba mediante otro tipo de estudios (analíticos o de intervención). 
 
En este estudio de corte existen dos grupos y en ellos se observa la presencia o no, de 
los factores de riesgo, que se supone tiene relación con la patología en estudio 
(clostridiosis) en el momento en que se realiza la investigación. 
 
Mediante las preguntas formuladas en las encuestas se determinó la presencia o no de 
clostridiosis en los predios involucrados situación que se verificó visitando los potreros 
donde se enterraron los animales si la finca se incluía como positiva y se verificaba el 
número de animales muertos. La medida de frecuencia que se obtuvo a partir del análisis 
fue la prevalencia para fincas y para animales, dado que no hubo seguimiento de la 
población en estudio, tan sólo se mide cuales eran los predios y los animales afectados 
por clostridiosis en el momento del estudio. 
 
Una vez seleccionados los predios en el muestreo, recolectadas las muestras y la 
información pertinente, se consolidaron y depuraron las bases de datos y se procedió a 
su procesamiento, análisis y clasificación. El análisis se realizó partiendo del efecto, 
conformando dos grupos, uno con individuos que presentaron el efecto (predios 
afectados por clostridiosis) y otro grupo con individuos que no presentaron el efecto 
(predios no afectados por clostridiosis). 
 
El tamaño de la muestra se determinó siguiendo la metodología para estimar la 
prevalencia de una enfermedad en poblaciones grandes, los resultados se observan en 
la tabla 2.1. (Otte, 1991; De Blas et al., 1998): 
 
n = {p x (100 - p) x z2} / EE2, ó 
n = {p x q x z2}/ EE2 
n=Población desconocida 
p= 12 
Donde q = 100 - p; q = 88 
12 x 88x 1.962 / 52 = 165 Predios, 
Confianza = 1.96 
Precisión absoluta del estimado = 5% 
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Tabla 3 1 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Estimación del tamaño de la muestra, partiendo de poblaciones grandes. 2007 
Tamaño de la población  3431 
Prevalencia esperada 12 
Error aceptado 5 
Nivel de confianza 95 
Fracción de muestreo 4,81 
Tamaño de la muestra 165 
 
3.2.1. Población estudiada 
El levantamiento epidemiológico del estudio se desarrolló tomando como marco de 
muestreo el total de hatos de la zona de influencia que eran 3431 (Fondo Nacional del 
Ganado., 2006). En el municipio de Mariquita; departamento del Tolima 845 hatos; en el 
municipio de Puerto López, departamento del Meta 875 hatos; en el departamento de 
Cundinamarca, municipio de Nemocón 848 hatos y municipio de Ubaté 863 hatos. 
Utilizando la fracción de muestreo de 4,81, se calculó el tamaño de la muestra para cada 
municipio, resultando 41 fincas a estudiar en el municipio de Mariquita, 42 fincas en el 
municipio de Puerto López, 41 fincas en el municipio de Nemocón y 41 fincas en el 
municipio de Ubaté para un total de 165 fincas. Como unidad de muestreo se estableció 
cada hato. De acuerdo a estudios realizados previamente (Ortiz, 2000) se estableció una 
prevalencia para hatos de 12%. 
 
La información se obtuvo en las fincas, entrevistando a los propietarios, arrendatarios ó 
mayordomos. Se aplicó el formato de encuesta estructurada (Thrusfield, 2005) que se 
presenta en el Anexo 7, la cual  constaba de 40 preguntas, dentro de las cuales existía 
una pregunta clave de categorización (+/-) para definir la presencia o no, de casos de 
clostridiosis. La pregunta específicamente se planteó de la siguiente forma: “En bovinos 
se presentan enfermedades agudas que producen muertes repentinas, que afectan 
generalmente animales en muy buena condición corporal. ¿En ésta finca se han 
presentado casos de muertes de animales con éstas características?” (variable 
dependiente). Esta pregunta se cruzó con las variables cualitativas (variables 
independientes), obtenidas en la encuesta para obtener de esta forma los resultados 
estadísticos. Simultáneamente con la aplicación de la encuesta se georeferenciaron los 
potreros donde habían muerto los animales, utilizando para ello navegador personal (Garmin 
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eTrex Vista® HCx), con el cual se tomaron los datos de coordenadas (altitud, longitud) y la 
altura sobre el nivel del mar (msnm). Las fincas negativas también se georeferenciaron. 
 
Las variables que se trabajaron se agruparon en temas generales que incluyeron 
identificación del predio, información general de la explotación; descripción de la finca, 
manejo de praderas; población animal, manejo animal, plantas tóxicas; pesticidas, 
manejo sanitario. 
 
3.2.2. Análisis estadístico 
 
El análisis de la información recogida en el campo consistió en categorizar las 
variables de la encuesta en forma de preguntas y posteriormente se analizaron por 
medio de listados, frecuencias y tablas estadísticas, seleccionando, listando y 
priorizando algunos criterios, para calcular frecuencias y cruces de variables. Los 
listados se utilizaron para depurar inicialmente la información. Una vez se obtuvo la 
base de datos depurada se realizó un análisis de frecuencia en el cual se contó cada 
categoría para una variable especificada y se obtuvieron los resultados absolutos y 
frecuencias relativas para cada una. El análisis determinó primero el número de 
casos, seguido del porcentaje acumulado. Si el campo era numérico se presentó 
también la suma, promedio y desviación estándar (Londoño, 1996; Dean et al., 1992). 
 
Se determinaron las proporciones de fincas afectadas por clostridiosis expuestas a un 
factor y se compararon con las proporciones de fincas afectadas por Clostridiosis no 
expuestas al factor (Otte, 1991; De Blas et al., 1998). 
 
Con los resultados obtenidos se procesó la información en forma analítica. Las variables 
categóricas se analizaron utilizando la prueba 2 de asociación (Chi2 de asociación), con el 
objetivo de determinar la asociación entre los grupos (Martínez & Martínez, 1997; Dean et al., 
1992, De Blas et al., 1998). Para estimar el riesgo y determinar la significancia de una 
asociación entre la muerte de bovinos y un factor causal hipotético, se utilizó la Razón de 
Prevalencias (RP) (Thrusfield, 2005; Dean et al., 1992). 
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De esta forma el conjunto total de individuos se dividió en cuatro grupos estando 
representado el número de hatos de cada grupo por las letras A, B, C y D, tal como se 
indica en la tabla 3-2: 
 
Tabla 3 2 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Tabla de contingencia 2x2 para análisis de información epidemiológica. 2007 
 
 EXPUESTOS 
 SI NO TOTAL 
Enfermos A B M1=A+B 
Sanos C D M0=C+D 
TOTAL N1=A+C N0=B+D T=A+B+C+D 
Siendo: 
A, B, C, D=  número de hatos en cada grupo 
N1, N0 =  número total de hatos expuestos / no expuestos 
M1, M0 =  número total de hatos enfermos / sanos 
T=   número total de hatos 
 
La asociación entre enfermedad y exposición se expresó por medio de la Razón de 
Prevalencias que se calculó a partir de la tabla de contingencia 2x2, como: 
 
RP= (A/A+C)/ (B/B+D) = A (B+D)/B (A+C) 
 
A pesar de que el “Odds Ratio” suele citarse en los estudios transversales, proporciona 
un valor sobreestimado de la asociación entre el factor y la enfermedad (especialmente 
en enfermedades no esporádicas). Por tanto, la Razón de Prevalencias fue el parámetro 
preferido en este estudio transversal (Silva, 1995; Londoño, 1996; Martin et al., 1997, 
Otte, 1991; De Blas et al., 1998). 
 
3.2.3 Variables bioclimáticas 
Para relacionar los casos de mortalidad con las variables bioclimáticas se utilizó el 
software Diva-Gis® (http://www.diva-gis.org). El software viene con un archivo de 
clima (World Clim) por defecto para todo el mundo excepto para los cuerpos de 
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agua mayores (océanos) y para la Antártida. Estos datos son almacenados en un 
formato especial (archivos CLM) (Hijmans et al., 2004; Hijmans et al., 2005). 
 
Los datos climáticos están incluidos para los climas presentes y también para climas 
futuros. Los datos fueron estimados a partir de un número de modelos climáticos 
diferentes y corridas de modelos provistos por el Intergovernmental Panel on 
Climate Change Data Distribution Center (1999). Estos dataset originales fueron 
todos remuestreados (interpolados) a una cuadrícula de diez minutos (Hijmans et 
al., 2004; Hijmans et al., 2005). 
 
3.3. Resultados 
3.3.1 Distribución geográfica del área encuestada 
En la figura 3-1 se indican las zonas geográficas incluidas.  
 
Figura 3 1 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Departamento de Cundinamarca, municipios de Ubaté y Nemocón; Departamento del 
Meta, municipio de Puerto López y Departamento del Tolima municipio de Mariquita. Se 
indica en colores diferentes los municipios seleccionados en los tres departamentos. 
2007 
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3.3.1.1 Departamento de Tolima, municipio de Mariquita 
El departamento de Tolima está dividido en 47 municipios, 30 corregimientos, 217 
inspecciones de policía, así como, numerosos caseríos y sitios poblados. Tiene una 
extensión de 23.992 km2, con un área urbana de 103,2 km2 y un área rural de 23.888,31 
km2 (Figura 3.2). En el Departamento del Tolima se agruparon sus municipios en las 
siguientes Provincias: Norte, Oriente, Sur, Ibagué, Suroriente y Nevados (Hijmans et al., 
2004; Malagón et al., 1988). 
 
El municipio de Mariquita se ubica en la provincia Norte y limita con los Municipios de 
Honda, Armero, Guayabal y Fresno. La Extensión total del municipio de Mariquita es de 
296,4 Km2 con una extensión del área urbana de 3,95 Km2; la extensión del área rural es 
de 292,42 Km2. La altitud promedio es de 495 metros sobre el nivel del mar, con un 
rango de temperatura promedio al año de 19,7 – 29,5º C y una precipitación promedio 
anual de 2.726 mm (Hijmans et al., 2004; Malagón et al., 1988). 
 
Figura 3 2 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Distribución geográfica departamento del Tolima. Provincias. Se indica en líneas rojas el 
municipio de Mariquita ubicado en la Provincia Norte del departamento. Epidemiología de 
brotes de mortalidad bovina en zonas ganaderas de Colombia. 2007 
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3.3.1.2 Departamento de Cundinamarca, Municipios de Nemocón 
y Ubaté. 
El departamento de Cundinamarca tiene una extensión de 24.210 Km2 que corresponden 
al 2,1% del territorio colombiano, limita al norte con Boyacá, al occidente con Caldas y 
Tolima, al oriente con Boyacá y Meta y al sur con Meta, Huila y Tolima. La fisiografía del 
departamento corresponde en su mayoría a la Cordillera Oriental, en la que alcanza 
alturas de 3.500 msnm en los páramos de Sumapaz y Chingaza y desciende a 300 
msnm en las riveras del Río Magdalena en su flanco occidental (figura 3.3). Se destaca la 
Sabana de Bogotá a 2.600 msnm situada en la zona central como el lugar más poblado 
con el 60% de los habitantes del departamento. Al costado oriental se cruza la cordillera 
hasta descender a los Llanos Orientales. Cuenta con 116 municipios reunidos en 15 
provincias (Hijmans et al., 2004; Malagón et al., 1988). 
 
Figura 3 3 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Distribución geográfica departamento de Cundinamarca. Provincias. Se indica en líneas 
rojas los municipios de Nemocón, Provincia Sabana Centro y el Municipio de Ubaté, 
Provincia Ubaté, zona de influencia del estudio epidemiológico. Epidemiología de brotes 
de mortalidad bovina en zonas ganaderas de Colombia 2007 
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El municipio de Nemocón, área de influencia de este estudio, se encuentra localizado en 
la provincia de Sabana Centro del Departamento de Cundinamarca y pertenece a la 
cuenca alta del río Bogotá. El relieve pertenece a la Sabana de Bogotá, en su mayoría 
plano con algunas inclinaciones moderadas. La mayor parte del territorio es de clima frío. 
La precipitación media anual 630 mm y un número promedio mensual de 153 días con 
precipitación de  al año. El periodo más lluvioso va de septiembre a diciembre y el más 
seco de diciembre a marzo. Limita por el norte con el Municipio de Tausa, oriente con el 
Municipio de Suesca, Sur con los Municipios de Gachancipá y Zipaquirá y Occidente con 
el Municipio de Cogua, y los ríos Neusa y Checua. La extensión total del municipio es de 
9.811 hectáreas. La extensión del área urbana es de 61,2 hectáreas. La extensión del 
área rural es de 9.750 hectáreas. La altura sobre el nivel del mar es de 2.585 metros, con 
temperatura media de 12,8° Centígrados (Hijmans et al., 2004; Malagón et al., 1988). 
 
Ubaté es un municipio del departamento de Cundinamarca, cuenta dentro de su división 
administrativa con un casco urbano y un sector rural conformado por 9 veredas. Su 
nombre oficial es “Villa de San Diego de Ubaté” en honor a su fundador. Esta localizado 
en la parte norte de la Sabana de Bogotá. La Provincia limita al Norte; Noroeste y 
Noreste con el Departamento de Boyacá, al Occidente con la Provincia de Rionegro; al 
Sur con la Provincia de Sabana Centro y al Sureste y Oriente con la provincia de 
Almeidas. 
 
Su extensión es de 102 km2 con una extensión urbana de 40 hectáreas. La altitud de la 
cabecera municipal es de 2.556 msnm, con una temperatura media de 14 º C. 
 
3.3.1.3 Departamento del Meta Municipio de Puerto López 
 
El Departamento del Meta está situado en la parte central del país, en la región de la 
Orinoquia. Está dividido en 29 municipios los cuales se distribuyen en cuatro regiones 
naturales: Ariari, Capital, Piedemonte y Río Meta; 115 inspecciones de policía, así como, 
numerosos caseríos y sitios poblados (figura 3.4). 
 
Cuenta con una superficie de 85.635 Km2 lo que representa el 7,5% del territorio 
nacional. Limita por el Norte con el Departamento de Cundinamarca y los ríos Upía y 
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Meta que lo separan del departamento del Casanare; por el Este con el departamento del 
Vichada, por el Sur con el Departamento del Caquetá y el río Guaviare que lo separa del 
departamento de Guaviare; y por el Oeste con los Departamentos de Huila y 
Cundinamarca (Hijmans et al., 2004; Malagón et al., 1988). 
 
El municipio de Puerto López seleccionado para este estudio, pertenece a la unidad 
bioclimática de la megacuenca de sedimentación de la Orinoquía. El área central del 
municipio tiene unas lluvias que promedian los 2.100 – 2.300 mm/año distribuidos en 
aproximadamente 120 días, donde los meses de junio y julio son los más lluviosos, y 
enero y febrero los más secos. La temperatura promedio está entre los 26 º C y 26,5 º C, 
siendo febrero y marzo los meses más cálidos con valores entre los 27 º C y 28 º C y 
junio y julio los más fríos con valores promedios de 24 º C. 
 
Las temperaturas máximas absolutas han superado los 38,5 º C y las mínimas absolutas 
han descendido hasta los 14 º C (Hijmans et al., 2004; Malagón et al., 1988). Limita al 
Norte con los municipios de Cumaral, Cabuyaro y el departamento de Casanare; al 
oriente con el municipio de Puerto Gaitán; al sur con el municipio de San Martín, y al 
occidente con los municipios de San Carlos De Guaroa y Villavicencio. La extensión total 
es de 6.740 km2 (hasta las márgenes de los ríos que sirven de limite) y 6.898 Km2 
(incluyendo los cuerpos de agua). La extensión del área urbana es de 9,5 Km2. La 
extensión del área rural es de 6.730,5 Km2. La altitud de la cabecera municipal es de 17 
msnm (Hijmans et al., 2004; Malagón et al., 1988). 
3.3.2. Descripción de los predios encuestados 
Se encuestaron 165 predios. En el departamento del Tolima, municipio de Mariquita, 41 
predios. En el departamento de Cundinamarca 82 predios, 41 predios en el municipio de 
Nemocón y 41 predios en el municipio de Ubaté.  En el departamento del Meta, municipio 
de Puerto López 42 predios. 
 
El total de hectáreas cubiertas fue de 20.068,3 en las 165 fincas; el promedio del tamaño 
de las fincas por hectárea fue de 121,62. Los resultados estratificados por departamento 
y por municipio se observan en la tabla 3.3. 
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El promedio de tamaño por hectárea de las fincas encuestadas presentó diferencias 
significativas al comparar los municipios (p<0,05), conformando un grupo los municipios 
de Ubaté y Nemocón, un segundo grupo el municipio de Mariquita y un tercer grupo el 
municipio de Puerto López. 
 
El total de fincas menores de 40 ha fue de 89 (53,93%), de las cuales 20 (12,1%) 
resultaron positivas a clostridiosis; el mayor porcentaje de positividad se presentó en el 
municipio de Nemocón (4,8 %). No se encontraron diferencias significativas al comparar 
las fincas positivas y negativas. La prevalencia de punto para fincas menores de 40 ha 
afectadas por clostridiosis fue 22,4%. 
 
Figura 3 4 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Distribución geográfica departamento del Meta. Regiones Naturales. Se indica en líneas 
rojas el municipio de Puerto López, Región Natural Río Meta, zona de influencia del 
estudio epidemiológico. Epidemiología de brotes de mortalidad bovina en zonas 
ganaderas de Colombia. 2007 
Las fincas de menor tamaño (menores de 40 ha) se encontraron principalmente en el 
departamento de Cundinamarca municipio de Nemocón (18,8 %). El total de fincas entre 
88 Epidemiología de clostridios patógenos asociados a los suelos
 
41-100 ha fueron 33 (20%), de las cuales 10 (6,06%) resultaron positivas a mortalidad en 
bovinos; el mayor porcentaje de positividad se presentó en los municipios de Mariquita 
(2,4%) y Nemocón (2,4%), el menor en Ubaté (1,2%). En el municipio de Puerto López 
no se presentaron fincas con mortalidad bovina en este estrato. Al comparar fincas con 
mortalidad y fincas sin mortalidad se encontraron diferencias significativas (p>0,05). La 
prevalencia de punto para fincas entre 41 – 100 has, afectadas por brotes de mortalidad 
fue 30,3%. 
 
Tabla 3 3 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad 
bovina. Hectáreas/predio (promedio) de las fincas entrevistadas en los municipios 
de Mariquita, Puerto López, Nemocón y Ubaté; distribución porcentual de fincas 








Tolima Cundinamarca Meta Cundinamarca
Número de 
fincas 
Pos 17 (10,3%) 12 (7,27%) 6 (3,6%) 10 (6,06%) 45 (27,3%) 




Pos 1490 291 3803 609 6193 
Neg 4971 783,5 7242 878,8 13875,3 
Tamaño/ha 
(Prom) 
Pos 87,67 24,25 633,83 60,9 137,6 
Neg 207,1 27,01 201.16 201.16 115,63 
p 0,26 0,73 0,045 0,037 0,34 









< 40 ha 
Pos 6 (3,6%) 8 (4,8%) 1 (0,6%) 5 (3%) 
0,69 
Neg 10 (6,06%) 23 (13,9%) 10 (6,06%) 26 (15,8%) 
41-100 ha 
Pos 4 (2,4%) 4 (2,4%) 0 (0%)  2 (1,2%) 
0,4668 
Neg 5 (3%) 6 (3,6%) 8 (4,8%) 4 (2,4%) 
> 100 ha 
Pos 7 (4,24%) 0 (0%) 4 (2,4%) 3 (1,8%) 
0,86 
Neg 9 (5,5%)            0 (0%) 19 (11,5%) 1 (0,6%) 
 
Pos= Fincas Positivas a mortalidad. Neg= Fincas negativas a mortalidad. Letras similares indican que no 
hubo diferencias significativas entre grupos. p= nivel de significancia. 
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El total de fincas mayores de 100 ha fue de 43 (26,6%), de las cuales 14 (8,5 %) 
resultaron positivas a mortalidad, siendo el municipio de Mariquita el que presenta un 
mayor porcentaje de positividad (4,24%). Al comparar fincas positivas y negativas a 
brotes epidémicos de mortalidad no se encontraron diferencias significativas. La 
prevalencia de punto para fincas mayores de 100 ha afectadas por mortalidad fue 32,5%. 
 
Las fincas con mayor tamaño se observaron en el Departamento del Meta, municipio de 
Puerto López. 
 
Al comparar el tamaño por hectárea de las fincas positivas y negativas a mortalidad se 
encontraron diferencias significativas en los municipios de Puerto López (p=0,045) y Ubaté 
(p=0,037). En el municipio de Puerto López las fincas positivas a mortalidad resultaron ser de 
mayor tamaño y en Ubaté las fincas positivas a mortalidad resultaron ser de menor tamaño. 
Al comparar los resultados sin estratificar por municipio no se encontraron diferencias 
significativas entre fincas positivas y negativas a mortalidad bovina (p=0,34). 
 
Tabla 3 4 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Topografía de las fincas clasificadas en planas, onduladas. Se indica cuales son 
inundables y se relacionan con la positividad a mortalidad bovina. 2007 
 
Características 
de los Predios 






























NO 10 19 4 9 2 1 0 1 
Onduladas 








NO 7 5 8 20 4 35 10 30 
Inundables 








NO 14 17 7 17 4 20 1 6 
 
Pos= Fincas Positivas  a mortalidad. Neg= Fincas negativas a mortalidad. Letras similares indican que no 
hubo diferencias significativas entre grupos. p= nivel de significancia. 
 
La tabla 3-4 describe la topografía de las fincas encuestadas y en ella se observa que la 
mayoría de las fincas de los municipios incluidos son fincas planas, excepto el municipio 
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de Mariquita  en donde el 71% de los predios se encontraban en zonas onduladas en las 
cuales se encontró una vocación ganadera y agrícola, situación que se relaciona con la 
mayor prevalencia de mortalidad en predios (41,5%) discutida en la sección anterior. El 
municipio que presenta un mayor porcentaje de predios inundables es el municipio de 
Ubaté (83%), seguido de Puerto López (57,1%) y Nemocón (41,5%). El municipio que 
presentó un menor número de predios inundables fue el municipio de Mariquita (24,3%).  
 
Tabla 3 5 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Área (ha) de pastoreo del ganado y tamaño total de las fincas. Se estratifican las fincas 
por tamaño y número de potreros; se indican sus respectivas áreas. 2007 
 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. Prom= Promedio. DS= 
Desviación estándar. 
 
En la tabla 3.5 se discrimina para cada municipio el total de hectáreas de pastoreo de 
ganado el cual es muy similar al área total de los predios, lo que indica que en estos el 
uso de tierra para agricultura o agroforestería es mínimo. En el municipio de Mariquita se 
reportaron otras actividades agropecuarias como siembra de frutales. En el Municipio de 
Puerto López parte de las fincas se conservan como zonas de bosques. Para lograr una 
mejor descripción se estratifican los predios por su tamaño. Se observaron diferencias 
significativas (p>0,05) en el número de potreros entre los municipios, conformando varios 
grupos en los tres tamaños de categorización. Se observa que el municipio de Ubaté es 
el que reporta un mayor número de potreros en los diferentes tamaños, lo que se 
relaciona con el grado tecnológico de la zona, ganadería especializada leche, situación 
Características de los 
Predios 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté 
Total fincas 41 41 42 41 
Área pastoreo ganado (ha) 4 350 951 8 028 1 482 
Prom 106,08 b 23,34 a 191,1 c 36,29 a 
DS 151,51 20,82 154,6 43,5 
Área Total predios (ha) 6 462 1 075 11 045 1 488 
Prom 157,59 26,2 262,97 36,28 
DS 330,84 23,07 494,1 43,44 
Fincas < 40 ha 16 (39,02%) 31 (75,6%) 11 (26,19%) 31 (75,6%) 
Número de potreros (mediana) 6,5 ab 8,0 ab 2,0 a 10,00 b 
Área cultivos 30c 17b 4b 1a 









Número de potreros (mediana) 7 a 22,5 b 7 a 33,5 b 
Área cultivos 2,5 4,7 0 0 








No potreros (mediana) 16,5 a 0 10 a 58 b 
Área cultivos 8,56 0 29,6 0 
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que es reportada por Pulido et al., 2005. El municipio de Puerto López es el que 
demuestra en los tres estratos un menor número de potreros, situación que está 
relacionada con los sistemas de producción que son de tipo extensivo (Ortiz, 2000 a). 
Figura 3 5 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Asistencia técnica en predios encuestados. 2007 
 
La figura 3.5  relaciona el tipo de asistencia técnica utilizada en las fincas encuestadas, y 
que se califica como permanente (viven en la finca), regular (visitas bimestrales o 
trimestrales contratadas previamente) y esporádica (los llaman cuando se presentan en las 
fincas casos de urgencia). La contratación de profesionales calificados (agrónomos, médico 
veterinarios y zootecnistas) en forma permanente es muy escasa, por el contrario en algunas 
zonas (lechería especializada) la contratación de médicos veterinarios en forma regular es 
mayor y está ligada a diagnóstico reproductivo. La contratación de agrónomos y de 
zootecnistas se observa en Puerto López y en Ubaté en forma regular y esporádica. 
 
La disponibilidad de recursos hídricos y su uso se describen en la figura 3.6; se observa 
que las ganaderías de leche especializada, municipios de Nemocón y Ubaté, utilizan una 
gran variedad de fuentes de agua. Todos indican que la tierra se ara regularmente. 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté
Permanente 9 5 0 0
Regular 4 8 7 24
Esporádico 8 8 17 7
Veterinario 17 9 33 38
Zootecnista 0 0 0 7
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Figura 3 6 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Disponibilidad de Recurso Hídrico y Usos. 2007. 
3.3.3 Inventario ganadero, capacidad de carga 
La población ganadera en los hatos se obtuvo por información directa de las personas 
encuestadas; no se realizó un censo ganadero. La estructura absoluta y porcentual de los 
hatos se describe en la tabla 3.6; se indican las diferencias entre los municipios con su 
nivel de significancia. El total de bovinos inventariados en la encuesta fue de 18.963 en las 
ciento sesenta y cinco fincas. Terneros  2.081,  terneras  2.542;  novillas 2.653; novillos  2 
760, vacas en producción 6.055;  vacas horras 2.194 y toros 678.  
 
Los terneros forman dos grupos diferenciados, el primero lo integran los municipios de 
Mariquita y de Puerto López, ganaderías de carne y doble propósito, donde el ternero es 
esencial para la práctica de ordeño y una vez se desteta se ceba. El segundo lo integran 
los municipios de Nemocón y Ubaté, en donde se observan poblaciones muy pequeñas 
debido a que en las ganaderías de leche especializadas los machos se venden uno o dos 













Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté
Río 2 10 0 6
Laguna 0 4 0 0
Nacedero 2 4 1 1
Vallados 0 6 0 2
Aspersión 3 21 1 3
Surtidores 1 0 0 0
Por gravedad 0 0 0 4
Riega 4 23 1 10
Ara 19 32 27 29
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En el grupo de terneras se observa una agregación similar, las poblaciones de Mariquita 
y de Puerto López tienen una población más numerosa y conforman un grupo; el otro 
grupo está conformado por los municipios de Nemocón y Ubaté.  
 
El grupo poblacional de novillas presentó diferencias significativas entre municipios, de 
tal forma que los municipios de Puerto López y Ubaté se comportan como un grupo y los 
municipios de Mariquita y Nemocón forman un segundo grupo. 
 
Tabla 3 6 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Estructura absoluta y porcentual de los hatos/grupos de edad en 165 fincas encuestadas 











772 b 99 a  1171b  39 a  2081 
0.000001 
13,67% 5% 16,10% 0,95% 10,90% 
Terneras 
894 b 341 a  694 b 613 a  2542 
0,0075 
15,83% 17,40% 9,54% 14,98% 13,40% 
Novillas 
642 a  318 a  891 b 802 b 2653 
0,0115 
11,37% 16,53% 12,25% 19,60% 13,90% 
Novillos 
522 b 16 a  2062 b 160 a  2760 
0,00001 
9,24% 0,81% 28,36% 3,91% 14,50% 
Vacas 
producción 
1824 b 914 a  1257 a  2060 b 6055 
0,00037 
32,31% 46,65% 17,29% 50,35% 31,90% 
Vacas 
horras 
882 b 233 a  684 b 395 a  2194 
0.00001 
15,62% 11,89% 9,40% 9,65% 11,50% 
Toros 
108 b 38 a  510 b 22 a  678 
0,0001 
1,91% 1,93% 7,01% 0,53% 3,50% 
Total 
5644 b 1959 a  7269 b 4091 a 18963 
0,0001 
100% 100% 100% 100% 100% 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. 
p= nivel de significancia. 
 
Los novillos tienen una población más abundante en los municipios de Mariquita y Puerto 
López, caso similar al de los terneros, por lo que estos dos municipios conforman un 
grupo. El otro grupo lo conforman los municipios de Nemocón y Ubaté. Las vacas en 
producción forman dos grupos, el de los municipios de Nemocón y Puerto López, y el 
segundo grupo el de Mariquita y Ubaté.  
 
Las vacas horras se agregan poblacionalmente en dos grupos, Nemocón y Ubaté y el 
otro Mariquita y Puerto López. Lo mismo sucede para el grupo de los toros. 
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Tabla 3 7 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Estructura de los hatos/grupos de edad. Comparación y significancia entre fincas 
positivas y negativas a mortalidad en 165 fincas encuestadas en los municipios de 
Nemocón, Mariquita, Puerto López y Ubaté. 2007 
 
 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté
si 274 15 240 7 536
no 498 84 931 32 1545
p 0.64 0.98 0.47 0.84 0.47
si 281 101 185 326 893
no 613 240 509 287 1649
p 0.97 0.96 0.21 0.07 0.18
si 337 119 432 254 1142
no 305 199 459 548 1511
p 0.25 0.61 0.05 0.05 0.003
si 287 0 643 26 956
no 235 16 1419 134 1804
p 0.81 0.13 0.01 0.36 0.58
si 449 343 475 725 1992
no 1375 571 782 1335 4063
p 0.86 0.84 0.08 0.28 0.33
si 314 71 226 175 786
no 568 162 458 220 1408
p 0.56 0.86 0.25 0.03 0.01
si 51 6 17 3 77
no 57 32 493 19 601
p 0.43 0.89 0.28 0.2 0.32
si 19.93 655 2218 1516 6382
no 3651 1304 5051 2575 12581













Si= Fincas Positivas  a mortalidad. No= Fincas negativas a mortalidad. p= nivel de significancia. 
 
Cuando se compararon las poblaciones animales con la presencia de mortalidad en las 
fincas, se encontraron diferencias significativas en el grupo de novillas en los municipios 
de Puerto López (p=0,049) y Ubaté (p=0,049), de tal forma que el número de animales en 
fincas positivas es menor que en las fincas negativas. En la misma forma se encontraron 
diferencias significativas en el grupo de novillos en el municipio de Puerto López 
Epidemiología de clostridios patógenos asociados a los suelos 95
 
(p=0,014) y en el grupo etario de vacas horras en el municipio de Ubaté (p= 0,026) con 
poblaciones inferiores en las fincas positivas. Los resultados se describen en la tabla 3.7, 
e indican que las fincas positivas a mortalidad por alguna razón tienen poblaciones más 
bajas de dichos grupos etarios. 
 
La capacidad de carga aproximada se estableció teniendo en cuenta los coeficientes por 
categorías que permiten calcular la carga animal si no se registran datos de peso en la 
finca, utilizando coeficientes para igualar animales a unidades de 500 Kg (Serrano, 
1996). Los coeficientes utilizados fueron: Terneros: 0,25; Terneras: 0,20; Novillas: 0,70; 
Vacas: 1; Novillos de uno a dos años: 0,75; Novillos dos a tres años: 0,9 y toros: 1,2. 
 
La capacidad de carga se determinó independientemente para cada finca. Los resultados 
estadísticos se describen en la tabla 2.8, los cuales permiten identificar diferencias 
significativas entre los cuatro municipios. La mayor capacidad de carga se encuentra en 
el municipio de Ubaté, la menor en el municipio de Puerto López. 
 
Tabla 3 8 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Carga ganadera/ha en 165 hatos de los municipios de Nemocón, Mariquita, Puerto López 








Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p= nivel de 
significancia. 
 
Los promedios de las razones puntuales poblacionales por municipio se describen en la 
tabla 3.9. En municipios de zonas frías (Nemocón, Ubaté), las ganaderías venden los 
machos recién nacidos, solamente dejan hembras, lo que explica los valores bajos de la 
razón Ternero/vaca. Los municipios de clima cálido dejan los machos los cuales se crían 








UGG/ha 1,073 b 1,82 b 0,76 a 2,73 bc 0.00001 
UGG/ha 
(LC95%) 
0,83 – 1,31 1,5 - 2,15 0,6 - 0,92 2,21 – 3,24 0,00001 
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La razón novillas/novillos presenta un comportamiento similar, es menor en municipios 
fríos y mayor en zonas cálidas. La razón novillas vacas es mayor en el municipio de 
Mariquita, Los municipios de Nemocón y Ubaté tienen el valor más bajo. La razón 
novillos vaca demostró diferencias significativas entre municipios, los municipios de 
Nemocón y Ubaté se comportan iguales con valores bajos; los municipios de Mariquita y 
Puerto López forman otro grupo con valores más altos. En los municipios lecheros (fríos) 
se engordan los animales de desecho, es muy raro el sistema que se especialice en 
engordar animales para consumo. La razón vaca toro es mayor en el municipio de 
Mariquita, la menor es en el municipio de Nemocón, a pesar de que las lecherías 
deberían tener una mayor razón por el uso de técnicas como la inseminación artificial. 
 
Tabla 3 9 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Razones poblacionales aproximadas en 165 fincas encuestadas en los municipios de 





Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté 
Ternero/vaca 1,13 0,788 0,785 0,236 0,0624 
Novillas/Novillos 0,59 0,80 0,90 0,34 0,792 
Novillas/Vaca 0,67 0,26 0,32 0,26 0,091 
Novillos/Vaca 0,30 ab 0,009 a 1,01 ab 0,057 a 0,04 
Vaca/Toro 18,41 9,36 11,33 16,84 0,1119 
Novillas vaca/Toro 21,94 11,7  15,34  19,38  0,19 
 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p= nivel de 
significancia. 
 
En la tabla 3-10 se indica el tipo de bovinos utilizados por el productor. En los municipios 
de Mariquita y Puerto López se utilizan Bos indicus (Brahman, Nellore, Gir) y cruces con 
Bos taurus (Holstein, Romosinuano, BON (Blanco Orejinegro), Sanmartinero), los que se 
utilizan en la producción de leche. En lecherías especializadas se utiliza Bos taurus, 
principalmente Holstein y se está extendiendo el uso de ganado Jersey el cual según 
indican los productores mejora la composición grasa de la leche. 
Tabla 3 10 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Relación absoluta y porcentual de las razas bovinas utilizadas por los productores en 165 
fincas encuestadas en los municipios de Mariquita (Tolima), Nemocón, Ubaté 
(Cundinamarca); Puerto López (Meta). 2007 




presentes en predios 
















































La tabla 3- 11: indica el inventario de otras especies animales que se encontraron en las 
fincas encuestadas. En las poblaciones de ovinos, equinos y aves se encontraron 
diferencias significativas entre municipios. El municipio de Puerto López presenta el 
mayor número de ovinos, equinos y aves. La población de caninos es abundante en los 
cuatro municipios. 
 
Tabla 3 11 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Otras especies animales encontradas en las encuestas de 165 fincas de los municipios 




Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté 
Ovinos 4a 59b 117c 50b 230 0,0018 
Equinos 275b 106a 316b 91a 788 0,00005 
Caninos 100 111 102 102 315 0,89 
Porcinos 75 6 50 19 150 0,06 
Aves 721b 278a 1610c 193a 6055 0,00001 
 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de significancia 
98 Epidemiología de clostridios patógenos asociados a los suelos
 
3.3.4. Forrajes y manejo de praderas 
El tipo de forrajes que utilizan los productores en su mayoría son gramíneas, se 
describen en la tabla 3.12. 
 
Tabla 3 12 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Forrajes utilizados en 165 fincas de los municipios de Mariquita (Tolima), Nemocón 
(Cundinamarca), Puerto López (Meta) y Ubaté (Cundinamarca). 2007 
Tipo de Forraje 









Angleton (Dichantium aristatum) 26,83 NR NR NR 
Avena forrajera (Avena sativa) 2,44 19,51 NR 12,2 
Brachiaria spp. 97,56 NR 69,05 NR 
Caña forrajera (Saccharum officinarum) 7,32 NR 11,9 NR 
Estrella (Cynodon puemfurnsis) 2,44 NR 21,43 NR 
Kikuyo (Pennisetum clandestinum) NR 29,3 NR 24,4 
King grass (Pennisetum hybridum) 2,44 NR 9,52 NR 
Maralfalfa (Pennisetum violaceum) 24,39 2,44 19,05 2,44 
Pangola (Digitaria decumbens) 7,32 NR NR NR 
Pasto corte 29,27 34,15 35,71 14,63 
Puntero (Hyparrhenia rufa) 39,02 NR NR NR 
Ray Grass (Lolium perenne) NR 60,98 NR 51,22 
Tanzania (Panicum maximun) 2,44 NR NR NR 
Total fincas 41 41 42 41 
NR: No registra información 
El 99% de los productores de los municipios de Nemocón y Ubaté (Departamento de 
Cundinamarca) reportan que abonan praderas. Los principales productos utilizados son 
abonos químicos (Urea y triple 15) y en menor proporción abonos orgánicos (humus). Por 
el contrario los productores de los municipios de Mariquita y Puerto López reportan que el 
uso de gallinaza en sus praderas es mayor. El pastoreo de tipo rotacional es el más 
utilizado. La rotación de pasto con otros cultivos es muy utilizada en el municipio de 
Nemocón. Por el contrario en el municipio se Ubaté no se utiliza (Tabla 3.13). 
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3.3.5 Prevalencia de punto para fincas y tasa de mortalidad 
La prevalencia global en fincas afectadas por mortalidad fue de 27,3% (Mariquita 41,5%; 
Nemocón 29,3%; Puerto López 14,3%, Ubaté 24,4%). La tasa de mortalidad calculada 
fue de 3,14%, siendo la más alta en el municipio de Puerto López 4,25% y la más baja en 
el municipio de Nemocón 1,79%. Los resultados se observan en la tabla 3.14. 
 
Tabla 3 13 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Manejo de praderas en 165 fincas de los municipios de Mariquita (Tolima), Nemocón, 
Ubaté (Cundinamarca); Puerto López (Meta). 2007 
Características de Manejo de 
praderas  
(% de fincas) 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté 
Abona praderas 36,59 92,68 64,29 92,68 
Cal NR 2,44 30,95 24,39 
Gallinaza 19,51 9,76 26,19 4,88 
Humus 2,44 2,44 NR 2,44 
Pastoreo alterno NR NR 2,38 NR 
Pastoreo continuo 7,32 9,76 14,29 NR 
Pastoreo rotacional 90,24 82,93 83,33 97,56 
Rota potrero con cultivo 9,76 17,07 2,38 NR 
Triple 15 2,44 2,44 2,38 24,39 
Urea 24,39 21,95 11,90 63,41 
Total fincas 41 41 42 41 
NR: No registra información 
El municipio con mayor número de fincas afectadas fue Mariquita (10.3%) y el municipio 
menos afectado fue Puerto López (3.6%). Los municipios del departamento de 
Cundinamarca presentan alto número de fincas afectadas. Los resultados se indican en 
la tabla 3.14. Con respecto a la prevalencia de animales muertos es mayor en los 
municipios de Puerto López (4.25%) y Mariquita (3.05%) y menor en los municipios de 
Ubaté (1.93%) y Nemocón (1.79%), indicando que en los climas cálidos es mayor la 
casuística, sin descartar la importancia de los casos de mortalidad en climas fríos. 
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Tabla 3 14 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Relación absoluta y porcentual de fincas afectadas por municipio. Total de animales 
muertos por municipio. Prevalencias de punto en fincas y tasas de mortalidad. 2007 
Indicadores de mortalidad 
MUNICIPIO 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté 
Total fincas 41(24,8%) 41 (24.8%) 42(25.5%) 41 (24.8%) 
Fincas afectadas 17 (10.3%) 12 (7.3%) 6 (3.6%) 10 (6.06%) 
Total animales muertos 172 35 309 79 
Promedio 4,19 0,85 7,35 1,92 
LC 95% 2,29-6,08 0,25-1,44 2,30-12,39 0,45-3,38 
Ds 6,19 1,93 16,69 4,79 
Prevalencia Fincas 41,46 29,27 14,29 24,39 
Población bovinos 5644 1959 7269 4091 
Tasa de mortalidad 3,05 1,79 4,25 1,93 
 
Tabla 3 15 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Época de muerte. Relación absoluta y porcentual de fincas afectadas por Clostridiosis en 
los municipios y distribución de las mismas en las épocas climáticas. 2007 
EPOCA DE MUERTE 
MUNICIPIO 
Total 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté 
Total fincas 41(24,8%) 41 (24.8%) 42(25.5%) 41 (24.8%) 165 (100%) 
Fincas afectadas 17 (10.3%) 12 (7.3%) 6 (3.6%) 10 (6.06%) 45 (27.3%) 
Muerte en invierno 8 (4.8%) 8 (4.8%) 1 (0.6%) 2 (1.2%) 19 (11.5%) 
Muerte en verano 8 (4.8%) 3 (1.8%) 5 (3%) 8 (4.8%) 24 (14.5%) 
Muerte en periodos de transición 1 (0.6%) 1 (0.6%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (1.2%) 
 
La mortalidad según reportan los productores sucede en mayor proporción en épocas de 
verano, las cuales corresponden a los trimestres de enero, febrero, marzo y junio, julio, 
agosto. También reportan mortalidad en época de invierno en los trimestres de marzo, 
abril, mayo y septiembre, octubre, noviembre. En el municipio de Nemocón los 
propietarios indican que mueren en invierno. En los municipios de Puerto López y Ubaté 
en época de verano. En el municipio de Mariquita mueren en invierno y verano. Los 
resultados se indican en la tabla 3.15. 
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Figura 3 7  Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina 
Municipio de Mariquita (departamento del Tolima). Ubicación de predios positivos a casos 
de Mortalidad. 2007 
 
 
Figura 3 8 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina 
Município de Ubaté (departamento de Cundinamarca). Ubicación de predios positivos a 
casos de Mortalidad. 2007 
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Figura 3 9 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina 
Municipio de Nemocón (departamento de Cundinamarca). Ubicación de predios positivos 













Figura 3 10 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina 
Municipio de Puerto López (departamento del Meta). Ubicación de predios positivos a 
casos de Mortalidad. 2007 
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Las figuras 3-7, 3-8, 3-9 y 3-10 ubican las fincas encuestadas estratificándolas en fincas 
positivas y fincas negativas a casos de mortalidad en los municipios incluidos en el 
estudio. 
 
3.3.6 Clostridiosis, relación con otras variables determinantes 
Con base en la experiencia del productor se relacionaron los casos de mortalidad con 
otras variables determinantes con el fin de establecer factores causales. 
 
a figura 3-11 indica la relación porcentual de las respuestas de los ganaderos cuando se 
les preguntó si relacionaban la muerte de sus animales con medidas de manejo; se 
observa que el municipio de Puerto López es el que presenta un mayor valor, seguido 
por el municipio de Mariquita. En sus respuestas dichas medidas incluyeron palpaciones, 
vacunaciones, marcaje de animales, topización (descorne) de terneros y terneras, 
orquiectomías entre otras. 
 
Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté
Muerte relacionada con medidas 
de manejo























Figura 3 11 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Mortalidad bovina que el ganadero relaciona con medidas de manejo (Relación 
porcentual) 2007 
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Con respecto a las respuestas dadas por los productores sobre el consumo de elementos 
extraños en la dieta de sus animales, los resultados se indican en la figura 3.12. El 
consumo de piedras es mayor en los municipios de Mariquita y Puerto López, lo mismo 
que el consumo de huesos y de mangueras. Los municipios de clima frío no reportan 
esta situación, posiblemente se deba a que los suelos de éste clima superan en calidad  










Mariquita Nemocón Puerto López Ubaté
Piedras 17.07 2.44 7.14 0
Mangueras 31.71 0 2.38 0
Bolsas 0 0 28.57 0





















Figura 3 12 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina 
Consumo de elementos extraños reportado por los ganaderos (% fincas). 2007 
 
 
En la figura 3-13, se indican las respuestas de los ganaderos sobre la disposición de los 
animales muertos. Los ganaderos reportan que utilizan varias formas para disponer de 
los cadáveres, de animales que han muerto por esta condición. Una de ellas es la venta 
de los animales muertos, la cual es una costumbre entre los ganaderos en la mayoría de 
municipios; dichos animales son faenados y generalmente se utilizan para el consumo 
humano o para la industria de embutidos con los riesgos que ello representa para la 
salud humana y animal. Otros propietarios de fincas de tres municipios indican que los 
animales que mueren por esta causa, que no se venden, no se entierran y se dejan 
autolisar en el medioambiente, generalmente son consumidos por animales carroñeros, 
principalmente zamuros (chulos). Solamente dos propietarios indican que queman los 
animales utilizando combustible (querosene) para su combustión. 















Quema animales 19.51 0 0 2.44
Comen Zamuros 7.32 2.44 19.05 0





















Figura 3 13 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Disposición de los animales muertos (% fincas que reportan). 2007 
 
3.3.7 Variables bioclimáticas 
El comportamiento de las variables bioclimáticas utilizadas para analizar la información 
obtenida en las encuestas aplicadas en el año 2007 en las zonas relacionadas con este 
estudio se observan en la tabla 3.16, la cual compara los valores (promedios) de las 
fincas afectadas con los valores de las fincas no afectadas. Se presentan 19 variables 
bioclimáticas, entre las que se incluyen Isotermas, las cuales son isoyetas (línea trazada 
sobre un mapa con la que se unen puntos donde se registra igual cantidad de 
precipitación) que representan líneas con porcentajes de temperatura igual. Las 
isotermas indicadas están representadas cada 2,5 grados. 
 
La temperatura estacional corresponde a la temperatura predecible a partir de una serie 
de tiempo calculada a partir de las repeticiones en el periodo de un año. 
Las comparaciones de las variables bioclimáticas (temperatura mínima y máxima y 
precipitación) entre fincas afectadas y fincas no afectadas permiten determinar variaciones 
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entre ellas y formular hipótesis que puedan ser demostradas en otros estudios 
epidemiológicos para explicar los brotes de mortalidad y la asociación con dichas variables. 
Se demostró al analizar dichas variables que existían diferencias significativas en isotermas 
(p=0.014), temperatura estacional (p=0.03), niveles de precipitación en el mes más seco 
(p=0.047), niveles de precipitación en el trimestre más seco (p=0.05) y en niveles de 
precipitación del trimestre más caliente (0.024), encontrando un mayor valor de éstas 
variables en las fincas que presentaron mortalidad que en las que no se presentó mortalidad. 
 
Tabla 3 16 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 




p=nivel de significancia 
 
Los valores resultantes demostraron ocurrencia de mortalidad en épocas secas, en las 
fincas que presentaron mayor precipitación en dicha época. Al comparar la temperatura 
máxima y la temperatura mínima se encontró que los valores más extremos (picos) se 
VARIABLES CLIMÁTICAS WORLD CLIM 
Variables bioclimáticas 
FINCAS POSITIVAS FINCAS NEGATIVAS P 
PROMEDIO TEMP ANUAL (1) 19,40 19,50 0,9500 
RANGO PROMEDIO TEMP MENSUAL (2) 9,90 9,75 0,0900 
ISOTERMAS (2/7) (* 100) (3) 80,13 77,90 0,0147 
TEMP ESTACIONAL (STD*100) (4) 45,90 56,60 0,0300 
> TEMP MES MÁS CALIENTE(5) 25,80 26,10 0,8000 
< TEMP MES MÁS FRÍO (6) 13,50 13,50 0,9500 
RANGO TEMP ANUAL (5-6) (7) 12,34 12,60 0,1000 
PROM TEMP TRIMESTRE MÁS LLUVIOSO (8) 19,20 19,20 0,9800 
PROM TEM TRIMESTRE MÁS SECO (9) 19,60 19,70 0,8900 
PROM TEM TRIMESTRE MÁS CÁLIDO (10) 19,90 20,20 0,8400 
PROM TEM TRIMESTRE MÁS FRÍO (11) 18,80 18,79 0,9000 
PRECIPITACIÓN ANUAL (12) 1694,70 1696,20 0,9900 
PRECIPITACIÓN MES MÁS LLUVIOSO (13) 250,60 251,60 0,9600 
PRECIPITACIÓN MES MÁS SECO (14) 56,00 42,43 0,0478 
PRECIPITACION ESTACIONAL (CV) (15) 43,48 46,60 0,0900 
PRECIPITACIÓN TRIMESTRE MÁS HÚMEDO (16) 630,10 648,40 0,7000 
PRECIPITACIÓN TRIMESTRE MÁS SECO (17) 216,95 172,91 0,0500 
PRECIPITACIÓN TRIMESTRE MÁS CALIENTE (18) 332,50 281,60 0,0240 
PRECIPITACIÓN TRIMESTRE MÁS FRÍO (19) 567,60 584,20 0,8000 
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ubicaban en los meses de diciembre y enero, que corresponde a los meses en donde la 
precipitación fue menor. Al comparar las fincas positivas y negativas se encontraron 
diferencias significativas en la variable precipitación en los meses de diciembre y enero, 
sugiriendo que esta variable está asociada a los casos de mortalidad. La precipitación es 
la más baja, pero los valores resultantes en las fincas positivas son mayores comparados 












































Figura 3 14 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Comparación de variables climatológicas temperatura máxima, temperatura mínima y 
precipitación entre fincas positivas y fincas negativas a mortalidad. 2007 
 
3.3.8 Variables relacionadas con las características del suelo 
Los valores de pH de los suelos de las fincas incluidas en este estudio se describen en la 
tabla 3.17. Dichos valores se compararon entre fincas positivas y negativas con el fin de 
proponer alguna relación con los casos de mortalidad. Se encontraron diferencias 
significativas (p=0,02) en los valores de pH en el municipio de Nemocón, al comparar las 
fincas con mortalidad (pH= 5,56) y sin mortalidadn (pH=5,22). En los otros municipios no 
hubo diferencias en los pH del suelo. Cuando se compararon los pH del suelo de los 
municipios incluidos en este estudio, se observaron doferencias significativas en el pH de 
los suelos de Mariquita y Nemocón (p=0,0108); Mariquita y Puerto López (p=0,0042); 
Mariquita y Ubaté (p=0,0335). Cuando se compararon los valores entre Nemocón y 
108 Epidemiología de clostridios patógenos asociados a los suelos
 
Puerto López se encontraron diferencias significativas (p=0,0303); Nemocón y Ubaté no 
se encontraron diferencias significativas (p=0,0679), Ubaté y Puerto López no se 
encontraron diferencias significativas (p=0,6352). 
 
Tabla 3 17 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. pH de los suelos de fincas afectadas y no 
afectadas por casos de mortalidad. 2007 
MUNICIPIO FINCAS n Prom pH LCI 95% LCS 95% P 
MARIQUITA 
POSITIVO 17 6,09 3,22 8,96 
0,230 a 
NEGATIVO 24 5,84 3,53 8,15 
NEMOCON 
POSITIVO 12 5,56 2,45 8,67 
0,020 b 
NEGATIVO 29 5,22 3,34 7,10 
PUERTO LÓPEZ 
POSITIVO 6 3,90 0,81 6,99 
0,460 c 
NEGATIVO 36 3,99 2,70 5,28 
UBATÉ 
POSITIVO 10 4,46 1,72 7,20 
0,810 bc 
NEGATIVO 31 4,42 2,88 5,96 
TOTAL 
POSITIVO 45 5,29 3,76 6,82 
0,001 
NEGATIVO 120 4,77 3,93 5,61 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
 
Las fincas con los suelos más ácidos se encuentran en el municipio de Puerto López; las 
fincas con los suelos más neutros se encuentran en el municipio de Mariquita. Se 
encontraron diferencias significativas (p<0,001), al comparar las fincas positivas y las 
fincas negativas, encontrando que un valor de pH que se acerque más a la neutralidad 
(pH=5,29), favorece la presentación de brotes de mortalidad. 
 
El drenaje natural de los suelos fue discriminado entre fincas positivas y negativas. Su 
distribución se observa en la tabla 3.18 en la que se indica el número de fincas, su 
distribución porcentual y el tipo de drenaje encontrado. De las 165 fincas, 45 fincas tienen 
casos de mortalidad, de las cuales 21 fincas (12,72%) están en suelo bien drenado, 13 
fincas (7,87%) están en suelo muy pobremente drenado, 7 fincas (4,24%) están en suelo 
moderadamente bien drenado y 4 fincas (2,42%) están en suelo con drenaje excesivo. 
No se encontraron diferencias significativas entre las fincas positivas y las fincas 
negativas (Corpoica, 2007). 
 
El paisaje de los predios fue discriminado en Altiplanicie, altillanura; lomerío; montaña; 
piedemonte; planicie llanura y valle. Los resultados se observan en la tabla 3.19, en el 
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cual se indican las comparaciones que se efectuaron entre fincas positivas a mortalidad y 
fincas negativas a mortalidad con el fin de establecer posibles factores de riesgo. Se 
encontraron diferencias significativas en el municipio de Ubaté, el cual se localiza en un 
paisaje de planicie (p<0,05). 
 
Tabla 3 18 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Drenaje natural de suelos. Comparación 
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Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
 
Los predios incluidos en este estudio fueron clasificados de acuerdo a la capacidad de 
uso. Esta clasificación es un ordenamiento sistemático de carácter práctico e 
interpretativo, fundamentado en la aptitud natural que presenta el suelo para producir 
pastos constantemente, bajo tratamiento continuo y usos específicos. Las divisiones o 
grupos de capacidad comprenden categorías menores de clasificación, que son las 
clases de capacidad. Estas se diferencian unas de otras por el grado de limitaciones 
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permanentes o riesgos que involucra el uso de los suelos (Seidl, 1991; Pulido et al., 
2005; Corpoica, 2007). 
 
Tabla 3 19 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Paisaje de fincas. Comparación fincas 
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Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
 
El primer grupo comprende cuatro clases de capacidad, que van de la Clase I a la Clase 
IV. La Clase I es considerada la mejor y se supone que carece prácticamente de 
limitaciones, las cuales aumentan de la clase I a la clase IV. El segundo grupo está 
integrado por las Clases V y VI, y sus limitaciones aumentan progresivamente de la V a 
la VI. El tercer grupo consta solo de la Clase VII y agrupa suelos apropiados 
generalmente para la explotación forestal. Por último, el cuarto grupo consta solo de la 
Clase VIII y presenta tales limitaciones que son inapropiadas para fines agropecuarios o 
de explotación forestal. 
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Tabla 3 20 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Capacidad de uso del suelo. Comparación 
fincas afectadas y no afectadas por casos de mortalidad. 2007 
 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia Nc: Información no disponible. 
 
 
El 16,96% de las fincas se ubicaron en la clase II. Las fincas en su mayoría (23,63%) se 
ubicaron en suelos de clase III. El 13,33% de las fincas se clasificaron en suelos de clase VII. 
Los suelos de las fincas identificados y descritos en este trabajo se agruparon en las 
Clases II, III, IV, VI y VII. Las Clases I, V y VIII no se identificaron. Los resultados se 
observan en la tabla 3.20. 
 
La mayoría de fincas positivas a mortalidad (7,87%) se clasificaron en suelos de la clase 
III; en los suelos clase II y clase VII se clasificaron el 4,24% de las fincas positivas 
respectivamente. Las fincas positivas restantes 2,42% y 0,60% se clasificaron en las 
clases IV y VI. No se encontraron diferencias significativas entre fincas positivas y 
negativas (p>0,05). El análisis en la zona de Puerto López no se pudo efectuar porque la 
zona carece de información. 
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Tabla 3 21 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Espesor Horizonte (cm). Comparación fincas 























La variable espesor del horizonte (cm) se analizó con el propósito de determinar las 
diferencias de esta variable entre las fincas con brotes de mortalidad y las fincas sin 
brotes de mortalidad. Se llama horizontes del suelo a una serie de niveles horizontales 
que se desarrollan en el interior del mismo y que presentan diferentes caracteres de 
composición, textura, adherencia, etc. El perfil del suelo es la ordenación vertical de 
todos estos horizontes (Pulido et al., 2005). 
 
Los resultados se indican en la tabla 3.21 en la cual se observa que en ningún municipio 
hubo diferencias significativas (p>0,05) entre fincas positivas y negativas, pero si se 
encontraron diferencias entre municipios (p<0,05). Los municipios de Mariquita, 
Nemocón y Ubaté forman un grupo, el cual se caracteriza por poseer horizontes más 
ricos en materia orgánica, a diferencia del otro grupo, el horizonte del municipio de 
Puerto López, que es más pobre en este tipo de material (Corpoica, 2007). 
 



























































20,290 16,70 23,88 
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El piso térmico fue comparado entre los grupos y los resultados absolutos y relativos se 
describen en la tabla 3.22 en la que se demuestran las fincas positivas y negativas a 
mortalidad bovuna. La mayoría de los predios ubicados en Mariquita y Puerto López se 
localizan en piso térmico cálido, húmedo, mientras que la mayoría de predios de los 
municipios de Nemocón y Ubaté son de piso térmico frío. 
 
Tabla 3 22  Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Piso térmico. Relación absoluta y porcentual, 
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El porcentaje de ocupación de las fincas se tuvo en cuenta para determinar su relación 
con las fincas positivas y negativas con el fin de identificar posibles relaciones de 
causalidad, los resultados se observan en la tabla 3.23. No se encontraron diferencias 
significativas entre fincas (p>0,05), pero en general los valores de ocupación en las 
fincas positivas están por debajo de los valores de las fincas negativas. Tampoco se 
encontraron relaciones al comparar los municipios. 
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Tabla 3 23 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Porcentaje de ocupación. Comparación 












Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
 
También se relacionaron los valores en porcentaje de arcilla. Este elemento fue 
comparado entre fincas positivas y negativas, encontrando que en el municipio de 
Nemocón hay diferencias significativas (p=0,020), siendo el valor más bajo en las fincas 
positivas (33,7%), mientras que en las fincas negativas el valor es mayor (37,2%). En los 
otros municipios no se encontraron diferencias significativas, tabla 3.24. 
 
Tabla 3 24 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Porcentaje Valor Arcilla. Comparación fincas 













Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
 









POSITIVA 17 0,430 0,228 0,632 
0,097 
NEGAVTIVA 24 0,521 0,315 0,727 
NEMOCON 
POSITIVA 12 0,375 0,165 0,585 
0,661 
NEGAVTIVA 29 0,395 0,253 0,537 
PUERTO 
LÓPEZ 
POSITIVA 6 0,417 0,087 0,747 
0,899 
NEGAVTIVA 36 0,418 0,283 0,553 
UBATÉ 
POSITIVA 10 0,270 0,104 0,436 
0,373 
NEGAVTIVA 31 0,286 0,186 0,385 
TOTAL 
POSITIVA 45 0,378 0,269 0,487 
0,348 
NEGAVTIVA 120 0,399 0,328 0,469 









POSITIVA 17 18,706 9,904 27,507 
0,098 
NEGATIVA 24 13,333 8,053 18,613 
NEMOCON 
POSITIVA 12 33,703 14,828 52,578 
0,020 
NEGATIVA 29 37,237 23,823 50,652 
PUERTO 
LÓPEZ 
POSITIVA 6 12,000 2,496 21,504 
0,183 
NEGATIVA 36 9,222 6,240 12,204 
UBATÉ 
POSITIVA 10 39,600 15,306 63,894 
0,373 
NEGATIVA 31 41,613 27,114 56,112 
TOTAL 
POSITIVA 45 26,454 18,804 34,105 
0,829 
NEGATIVA 120 25,182 20,723 29,642 
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Los valores porcentuales de arena en los suelos fueron comparados entre fincas 
positivas y negativas a brotes de mortalidad y entre municipios, sin encontrar  relaciones 
estadísticamente significativas (p>0,05). Los resultados se observan en la tabla 3.25. 
Tabla 3 25 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Porcentaje Valor Arena. Comparación fincas 
afectadas y no afectadas por casos de mortalidad. 2007 










POSITIVA 17 56,353 29,838 82,868 
0,190 
NEGAVTIVA 24 43,167 26,073 60,261 
NEMOCON 
POSITIVA 12 5,247 2,308 8,185 
0,285 
NEGAVTIVA 29 9,749 6,237 13,261 
PUERTO 
LÓPEZ 
POSITIVA 6 70,000 14,560 125,440 
0,285 
NEGAVTIVA 36 69,444 46,991 91,898 
UBATÉ 
POSITIVA 10 30,400 11,750 49,050 
0,373 
NEGAVTIVA 31 28,387 18,496 38,278 
TOTAL 
POSITIVA 45 39,156 27,832 50,480 
0,936 
NEGAVTIVA 120 38,777 31,910 45,644 
 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de significancia 
 
Finalmente los valores porcentuales de limo en los suelos fueron comparados entre 
fincas positivas y negativas y entre municipios encontrando diferencias significativas en el 
municipio de Nemocón (p=0,02), con un valor superior en las fincas positivas (61,05%) 
comparado con el valor de las fincas negativas (53,01%). Los resultados se observan en 
la tabla 3.26. En el municipio de Ubaté las fincas incluidas tienen un valor promedio 
similar en esta variable (30%), por lo que no se presentan diferencias significativas. 
 
Tabla 3 26 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Porcentaje Valor Limo. Comparación fincas 
afectadas y no afectadas por casos de mortalidad. 2007 
MUNICIPIO FINCAS N 
Prom %      
Val Limo 
LCI 95% LCS 95% P 
MARIQUITA 
POSITIVA 17 12,000 6,354 17,646 
0,182 
NEGAVTIVA 24 8,083 4,882 11,284 
NEMOCON 
POSITIVA 12 61,050 26,860 95,240 
0,020 
NEGAVTIVA 29 53,014 33,916 72,112 
PUERTO 
LÓPEZ 
POSITIVA 6 18,000 3,744 32,256 
0,165 
NEGAVTIVA 36 21,333 14,436 28,231 
UBATÉ 
POSITIVA 10 30,000 11,596 48,404 
0 
NEGAVTIVA 31 30,000 19,547 40,453 
TOTAL 
POSITIVA 45 29,880 21,239 38,521 
0,689 
NEGAVTIVA 120 28,578 23,517 33,639 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
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Tabla 3 27  Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. 
Variables relacionadas con el tipo de suelo. Porcentaje de pendiente. Comparación fincas 
afectadas y no afectadas por casos de mortalidad. 2007 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p=nivel de 
significancia 
 
La variable pendiente se analizó para determinar posibles factores determinantes, se observa 
que en el municipio de Mariquita algunas fincas presentan porcentajes de pendiente entre 12 a 
50%, encontrando que las fincas positivas están en su mayoría ubicadas en este rango. Sin 
embargo no se encontraron diferencias significativas entre fincas positivas y negativas a 
mortalidad bovina, ni entre municipios. Los resultados se describen en la tabla 3.27. 
 
3.4 Discusión 
3.4.1 Descripción de los predios encuestados 
Las fincas encuestadas en los municipios de Nemocón y Ubaté en este trabajo se 
distribuyen en forma similar a lo descrito por Pulido et al., 2005 quien desarrolló un 
trabajo de caracterización de los sistemas de producción de leche del trópico de altura en 
los departamentos de Cundinamarca y Boyacá. Este autor encontró que los sistemas de 
producción de lechería predominantes en la microrregión Valles de Ubaté y Chiquinquirá 
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corresponden a medianos productores (5 a 19 ha) que ocupan un área de   14 485,4 has, 
seguidos por los grandes (19 a 51 has), pequeños (< 5 has) y muy grandes (> de 51 
has), los cuales participan con el 6,3 %, 5,5 % y 4,9 % de esta microrregión (Pulido et al., 
2005), situación comparable con lo encontrado en el municipio de Mariquita en donde 
también se indica una estructura minifundista con vocación agrícola y ganadera (Urpa, 
2000). Las fincas del municipio de Ubaté presentaron el mayor número de potreros, 
característica que se relaciona con el grado tecnológico de la zona, ganadería 
especializada leche, aspectos que Pulido et al. (2005) reportaron en sus trabajos. 
 
Por el contrario en el municipio de Puerto López se encontraron fincas con ganaderías de 
tipo extensivo, situación que está relacionada con los sistemas de producción de esta 
región del país (Ortiz, 2000). Las fincas de mayor extensión, las cuales tienen el menor 
número de potreros, se encontraron en el departamento del Meta, municipio de Puerto 
López, en donde sigue predominando la estructura latifundista en la que el 4,7% de los 
predios del departamento son mayores de 500 ha y abarcan el 72,8% de la superficie 
total del departamento (3’963.035 ha) en cifras suministradas por el Instituto Geográfico 
Agustín Codazzi (García, 1998). Con excepción de algunas explotaciones agrícolas 
comerciales y otros predios atendidos por pequeños y medianos productores en las 
vegas de los ríos, el resto del recurso suelo está dedicado a la explotación extensiva de 
la ganadería bovina con estructura netamente latifundista (García, 1998). 
 
La ausencia de asistencia técnica calificada en los predios tiene un efecto directo en la 
adopción de tecnología y se relaciona con atraso en programas de salud animal, 
programas de mejoramiento genético, baja en los indicadores de producción y mal uso 
de los recursos. Dichos indicadores  tienen un efecto directo en el aumento de la 
productividad del hato y se relaciona con el conocimiento científico y de tecnologías que 
garantiza la contratación de un profesional calificado, las cuales se podrían adoptar a 
más bajo costo con la ayuda del mismo (CIAT, 1978). 
3.4.2 Forrajes y manejo de praderas 
Según Pulido et al., 2005, la vegetación natural en la Microrregión del departamento de 
Cundinamarca, está compuesta por angiospermas siempre verdes. Existen muy pocos 
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bosques vírgenes. Los árboles más comunes son el eucalipto (Eucaliptus globulus), 
urapán (Fraxinus sp), acacia (Acacia sp). El uso del suelo actual está compuesto en su 
gran mayoría por pastos especialmente kikuyo (Pennisetum clandestinum) y praderas 
mejoradas con pastos como tetralites, alfalfa (Medicago sativa) y tréboles (Trifolium 
repens y Trifolium alejandrinum). 
 
En el departamento del Meta se indica que la mayoría de pastos son introducidos y los 
más frecuentes en la zona son: Brachiaria  decumbens, Brachiaria humidicola, Brachiaria 
dictyoneura. Otros pastos introducidos incluyen Arachis pintoy, Brachiaria brizanta, 
Carimagua (Andropogon gayanus), Estrella (Cynodun nlemfuensis), Guinea (Panicum 
maximun), Janeiro (Eriochloa polystachya), Puntero (Hyparrhenia rufa). Los pastos 
nativos más frecuentes en la zona son guaratara (Axonopus purpussi), saeta 
(Schyzachyrium hirtiflorum) y sabana nativa (Ortiz, 2000). 
3.4.3 Mortalidad, prevalencia de punto para fincas y tasa de 
mortalidad 
En el año 2000 en los departamentos de Vichada, Meta, Casanare y Arauca se había 
reportado una prevalencia global de punto para fincas de 35%, asociada a la epidemia de 
mortalidad bovina que se presentó en la última década del siglo anterior (Ortiz, 2000). A 
pesar de que la prevalencia de punto encontrada para fincas en este trabajo era menor 
no deja de ser preocupante el alto número de fincas afectadas, lo que genera 
indudablemente un impacto económico negativo para el productor y para el país. 
 
Una prevalencia global para fincas por encima de la encontrada en este estudio fue 
reportada para el departamento del Meta, en el año 2000 (Ortiz, 2000), en un brote 
epidémico de mortalidad relacionado con botulismo bovino, en el que se declaró la 
emergencia sanitaria. Las clostridiosis deben ser una prioridad en los sistemas de salud 
animal del país.  En trabajos anteriores (Caraballo, 1973) se indicaba que en nuestro 
medio las clostridiosis producían diversas enfermedades en especies animales mayores 
y menores que causaban grandes pérdidas económicas y se enfatizaba en la falta de 
métodos para un diagnóstico seguro. 
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En el informe técnico del Sistema de Información y Vigilancia Epidemiológica del Instituto 
Colombiano Agropecuario ICA (Orjuela et al., 2009), se indica que la prevalencia de 
animales afectados por clostridiosis incluyendo Clostridium chauvoei y otros clostridios, 
oscila entre 1,3% y 1,7%, valores que están por debajo de los encontrados en este 
trabajo pero que se aproximan a los encontrados en los municipios de Nemocón y Ubaté 
(Tabla 3.28). 
 
Tabla 3 28 Caracterización epidemiológica de fincas afectadas por mortalidad bovina. Especie 
bovina: Condiciones patológicas relacionadas con Clostridium spp., diagnosticadas en Colombia y 
tasas de morbi-mortalidad. Colombia. 2007 
CONDICION PATOLOGICA   PREDIOS AFECTADOS POBLACION A RIESGO INCIDENCIA x 100  MORTALIDAD x 100
CARBON SINTOMATICO  75  5778  2  1,3 
Otras clostridiosis  29  3071  2  1,7 
 
Fuente: Orjuela et al., 2009, Instituto Colombiano Agropecuario, ICA. 
 
Los valores encontrados en los municipios de Mariquita (3,05%) y Puerto López (4,25%) 
casi duplican las cifras descritas por el ICA. Esta situación se explica porque los reportes 
del sistema de vigilancia epidemiológica son los que llegan a los centros de diagnóstico y 
son valores que están por debajo de los que se encuentran a nivel de campo. Se reporta 
una incidencia de 2% para el año. En un estudio epidemiológico longitudinal en 
ganadería de carne, se demostró que la tasa anual de mortalidad debido a esta patología 
es en promedio 12,7% afectando principalmente hembras (Ortiz, 2000 b). 
 
3.4.4 Mortalidad, relación con otras variables determinantes 
Algunos autores indican que la influencia de factores ambientales, socioeconómicos y de 
manejo son claves en la presencia y emergencia de enfermedades clostridiales (Blood, 
Radostits & Henderson, 1986; Seifert et al., 1996). 
 
Condiciones locales, tales como el tipo de manejo, la naturaleza del suelo y de la 
vegetación, la frecuencia relativa del organismo, la infestación por parásitos y la 
presencia de animales susceptibles, son factores importantes que determinan la 
incidencia de la presencia de Clostridiosis (BVA, 1976). 
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Las toxinas de clostridios, especialmente Clostridium botulinum, una vez producidas son 
capaces de sobrevivir por largos períodos, sobretodo en el interior de los huesos o 
cuando se la protege de alguna manera de la lixiviación (Blood, Radostits & Henderson, 
1986). La enfermedad suele adoptar la forma de brote en regiones deficientes en fósforo, 
donde el ganado desarrolla osteofagia (consumo de huesos) y alotriofagia (conducta de 
consumir alimentos diferentes a los de su dieta normal) buscando suplir sus deficiencias 
(De Souza & Langenegger, 1987). La enfermedad tiende a presentarse en aquellas 
épocas del año en las que los forrajes contienen menores cantidades de éste elemento, 
lo que generalmente corresponde con la estación de las lluvias (Smith, 1977). Esta 
deficiencia se agudiza durante la gestación y la lactación, condiciones que aumentan la 
demanda de calcio y fósforo, razón por la cual se presenta en mayor proporción en 
animales en producción (vacas lactantes, animales gestantes), de muy buena condición 
corporal (Ortiz, 2000 b). 
 
Existe alguna información disponible sobre la disposición de cadáveres de animales que 
mueren en las fincas por causas patológicas. El manual para el personal auxiliar de 
sanidad animal primaria de la FAO (1995), indica que si un animal muere sin ser 
sacrificado para consumo humano deberá eliminarse el cadáver. Los cadáveres deben 
eliminarse en las debidas condiciones para evitar la difusión de enfermedades; indican 
finalmente que los cadáveres deben enterrarse en un hoyo profundo o quemarse. 
 
Sin embargo en la parte final del documento se recomienda preferiblemente enterrar los 
animales, lejos de las fuentes de agua, a 2 metros de profundidad y finalmente cercar la 
zona para evitar que animales o personas vayan al lugar de enterramiento. Con respecto 
a la quema de los cadáveres la situación es más compleja ya que se recomienda abrir un 
canal de 30 cm de ancho por 40 cm de profundo y el largo del animal. Se coloca paja y 
madera en el interior del canal con llantas de automóviles y encima se coloca el cadáver. 
Se cubre el animal con otra capa de llantas, paja y madera antes de rociar la pila con 
querosene o petróleo y prender fuego (FAO, 1995). 
 
En la disertación del Dr. Noseda, Academia Nacional de Agronomía y Veterinaria (2001), 
indica que la eliminación de cadáveres es una preocupación permanente de todo 
establecimiento que padece la enfermedad “muerte súbita” la cual no tiene manifestación 
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clínica evidente ya que cada animal muerto se transforma en una potencial bomba 
bacteriológica de contaminación del ecosistema ganadero. Si bien el 79% reconoce 
haber tomado alguna medida de eliminación, como enterrar 22% o quemarlo 57%, la 
mayoría de las veces esto solo se logra parcialmente. Buscar métodos eficientes y 
controlados de eliminación de cadáveres es un verdadero desafío. El método de “tapado 
controlado” con una cubierta plástica negra del cadáver sin cuerear con una capa de cal 
y sus bordes fijados por tierra, sería una alternativa que así cerrada por más de 180 días 
facilitaría la reducción del cadáver para su posterior quemado. Se están realizando 
evaluaciones de esta metodología a fin de medir su eficiencia (Noseda, 2001). 
 
El método consiste en eliminar el animal muerto en el mismo lugar donde murió. Se 
fundamenta en hacer competir la flora bacteriana habitual presente en el rumen y en el 
intestino con las esporas de bacterias anaerobias esporuladas. Se prepara una solución 
de formaldehido al 5% y se empapa la superficie corporal del animal haciendo énfasis en 
los orificios naturales. El animal se cubre con un plástico negro “tapado controlado con 
polietileno” y se deja 240/260 días, tiempo suficiente para destruir posteriormente la 
materia orgánica del animal. Transcurridos los 240 días de tapado se procede a su 
desactivación por quemado (Noseda, 2001). 
 
En Colombia se había indicado en trabajos previos la necesidad de desarrollar planes 
estratégicos de manejo en los hatos para concientizar al ganadero de la importancia de 
disponer de los cadáveres (Ortiz, 2000 b), ya que en sistemas de manejo extensivo los 
animales muertos no se entierran constituyendo una permanente fuente de contaminación 
de los ecosistemas. Se describieron algunos protocolos para disponer de cadáveres. 
3.4.5 Variables bioclimáticas 
En todo el mundo la diversidad de especies microbianas principalmente se debe a la 
variabilidad de temperaturas tanto a nivel geográfico, alteración humana o estaciones 
ambientales; debido a esto el crecimiento a latencia de la célula depende del 
favorecimiento ambiental (Hansel, et al., 2008). 
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La temperatura es uno de los factores ambientales más importantes que afecta el 
crecimiento y la supervivencia microbiana. Puede afectar a los microorganismos vivos de 
dos formas muy diferentes. A medida que la temperatura sube, las reacciones 
enzimáticas son más rápidas y el crecimiento se hace más rápido. Sin embargo por 
encima de cierta temperatura, las proteínas, ácidos nucleicos y otros componentes 
celulares pueden dañarse irreversiblemente. Por encima  de este punto las funciones 
celulares paran. Por tanto, para cada microorganismo existe una temperatura mínima por 
debajo de la cual no existe crecimiento, una temperatura optima a la cual el crecimiento 
es el más rápido posible y una temperatura máxima rebasada en la cual no existe 
crecimiento (Mandigan et al., 2000). 
 
Existen cuatro grupos microbianos en relación con su temperatura óptima: psicrófilos, 
con temperaturas óptimas bajas, mesófilos con temperaturas óptimas medianas, 
termófilos con temperaturas óptimas más altas e hipertermófilos con temperaturas más 
altas (Mandigan et al., 2000). 
 
El exceso de agua en el suelo suele causar encharcamiento y pérdida de oxígeno en los 
capilares del suelo lo que hace que disminuyan los microorganismos aerobios y 
aumenten los anaerobios (Escobar, 2009) 
 
Las formas vegetativas de las bacterias son menos resistentes a la desecación que los 
hongos o los actinomicetos. Las endosporas termoestables producidas por las bacterias, 
como  Bacillus y Clostridium, son resistentes a la desecación. El exceso de agua en el 
suelo suele causar encharcamiento y pérdida de oxígeno en los capilares del suelo lo 
cual hace que disminuyan los microorganismos aerobios y aumenten los anaerobios 
(Escobar, 2009). 
 
La mayor precipitación en las fincas favorece el cambio de las esporas a sus formas 
vegetativas en un medio adecuado; los pastos tardan por lo menos de 45 a 60 días en 
recuperarse nuevamente, por lo cual los brotes de mortalidad se observan cuando los 
animales pastorean las praderas es decir en los meses de diciembre y enero. El mayor 
pico de precipitación se presentó en el mes de octubre, y dos meses después se 
relaciona la mortalidad en las fincas categorizadas positivas, en las cuales los niveles de 
lluvia fueron mayores. 
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Los terrenos pantanosos que están inundados, tienen poco oxígeno y contienen 
abundante materia orgánica en descomposición, lo que favorece el desarrollo de 
bacterias anaerobias (Escobar, 2009). 
 
Las variables climáticas son factores determinantes asociados con la presencia de casos 
de Clostridiosis y deben relacionarse en los estudios epidemiológicos (Ortiz, 200 b). 
Algunos autores indican que en sus trabajos existe relación entre las variables climáticas, 
como precipitación, con los casos de mortalidad por bacterias Clostridiales. En Nigeria, 
Bagadi (1978), indica que la lluvia juega un papel importante ya que incrementa los casos 
de pierna negra. Smith et al. (1975, 1978) indican que la incidencia de Clostridium 
botulinum es mayor en ambientes acuáticos. Yamakawa & Nakamura (1992), indican que 
la mayor prevalencia de Clostridium botulinum en Japón se presenta en zonas 
relacionadas con ambientes húmedos, las riveras de los ríos. 
3.4.6 Variables relacionadas con las características del suelo 
El suelo no es un medio homogéneo y puede presentar diferentes pH entre micro 
hábitats (Escobar, 2009). La acidez o alcalinidad del suelo influye sobre el crecimiento 
microbiano. Algunos microorganismos se desarrollan mejor a pH alto 9-14 alcanófilos, 
mientras que otros a pH bajo 5-2 acidófilos, estos rangos pueden variar debido a la 
adaptabilidad de muchas cepas. Aquellos microorganismos que crecen en rangos de pH 
de 6-8 se llaman neutrófilos; hay que tener en cuenta que el pH intracelular debe 
permanecer próximo a la neutralidad, aunque el pH externo sea altamente ácido o 
básico. En muchos casos el microorganismo como consecuencia de su metabolismo crea 
un gradiente extracelular de iones OH- ó H+ (Rico, 2004). Cada organismo tiene un rango 
de pH dentro del cual es posible el crecimiento y normalmente posee un pH óptimo muy 
bien definido. La mayoría de los ambientes naturales tienen valores de pH de 5,9 y los 
organismos con pH óptimo equivalente son los habituales (Mandigan et al., 2000). 
 
Trabajos realizados en Costa Rica (Gamboa et al., 1993), encontraron que la presencia 
de Clostridium en los suelos era independiente del pH del suelo (p>0,05), situación que 
contrasta con lo encontrado en este trabajo donde un pH cercano a la neutralidad se 
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puede relacionar con la presencia de brotes de mortalidad en las fincas y por ello con la 
positividad de las mismas; dichos autores encontraron en el mismo trabajo que la 
presencia de Clostridium dependía de un bajo contenido de materia orgánica (p<0,05) 
situación equiparable con lo encontrado en este trabajo donde la mayoría de fincas 
positivas a mortalidad bovina se clasificaron en suelos clase III, de fertilidad natural 
moderada. 
 
En trabajos realizados por la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria en 
la microrregión de Ubaté, paisaje planicie, se encontró que se presentan en este paisaje 
diferentes zonas clasificadas por el tipo de pendiente, condición de drenaje y estado de 
erosión. Las zonas con pendientes menores a 25%, con drenaje anaerobio, sin erosión 
son las zonas donde hay mayor probabilidad de que hayan brotes de mortalidad y 
corresponde a las fincas que se registran positivas. Las zonas con pendientes superiores 
a 25% presentan un ambiente edáfico aerobio, por lo cual la probabilidad de encontrar 
brotes de mortalidad es menor y corresponden en su mayoría a las fincas reportadas 
como negativas a dicho evento(Pulido et al., 2005). 
 
La capacidad de uso es un ordenamiento que proporciona una información básica la cual 
muestra la problemática de los suelos bajo los aspectos de limitaciones de uso, 
necesidades y prácticas de manejo que requieren y también suministra elementos de 
juicio necesarios para la formulación y programación de planes integrales de desarrollo 
agrícola (Seidl, 1991; Pulido et al., 2005; Corpoica, 2007). 
 
Los suelos de la clase II son generalmente profundos, de textura franco a franco limosa, 
de topografía plana, bien drenada, retentiva al agua y de buena capacidad para el 
suministro de nutrientes vegetales. Presentan mediana fertilidad natural y generalmente 
buena capacidad productiva, siempre que se les provea en forma continuada de 
apropiados tratamientos agrícolas. Las pocas limitaciones hacen que requieran prácticas 
simples de manejo y de conservación de suelos para prevenir su deterioro o para mejorar 
las relaciones agua-aire cuando son cultivados en forma continua e intensiva. Las 
mayores limitaciones que presentan están vinculadas al proceso erosivo lateral que 
ocasionan las aguas de los ríos en creciente y a ligeros riesgos de inundaciones 
ocasionales (Seidl, 1991; Pulido et al., 2005; Corpoica, 2007). 
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El manejo de estas tierras debe estar encaminado a la incorporación de material 
orgánico, como residuos de cosechas, compost, abonos verdes, fertilizantes 
nitrogenados de tipo orgánico o mineral en dosis adecuadas a las necesidades de los 
cultivos adaptados y establecidos de acuerdo con un programa racional de abonamiento; 
a la rotación de cultivos con inclusión de una leguminosa; a cultivos de cobertura con el 
fin de preservar la humedad del suelo; al control de la erosión lateral mediante la 
implantación de especies de raíces profundas y de amplia expansión radicular (Seidl, 
1991; Pulido et al., 2005; Corpoica, 2007). 
 
Los suelos clase III incluyen suelos aluviales recientes, planos, profundos, de textura 
arenosa a franco arcillosa, de reacción moderadamente ácida a neutra y de fertilidad 
natural moderada. Los problemas de manejo de ésta clase están relacionados 
básicamente con las inundaciones periódicas ligeras en época de creciente, y además se 
observa cierta dificultad del movimiento del agua a través del suelo (Seidl, 1991; Pulido et 
al., 2005; Corpoica, 2007). Otro problema que atenta contra la integridad física de estos 
suelos es la erosión lateral que ocasiona considerables dislocamientos de volúmenes de 
tierra por efecto de las crecientes o desbordamientos de los ríos en la época lluviosa 
(Seidl, 1991; Pulido et al., 2005; Corpoica, 2007). 
 
La utilización de estas tierras está orientada al cultivo de especies agronómicas de corto 
período vegetativo cuyo ciclo de desarrollo no coincida con las crecientes periódicas o 
estacionales, tales como maíz, legumbres y hortalizas (Seidl, 1991; Pulido et al., 2005; 
Corpoica, 2007). 
 
La adsorción de los microorganismos a partículas de suelo está relacionada con las 
propiedades físicas del suelo. Los fragmentos de roca y minerales presentes en el suelo 
varían en tamaño: Arena gruesa  entre 200 – 2000 micrómetros de diámetro; Arena fina 
entre 20 – 200 micrómetros de diámetro; Limo entre 2 – 20 micrómetros de diámetro; 
Arcilla menor de 2 micrómetros de diámetro. Los principales componentes que afectan la 
adsorción microbiana son la materia orgánica y las partículas de arcilla (diámetro < 2 
micrómetros). Los suelos se dividen según su textura en arenoso arcillosos (35% o más 
de arcilla y 45% o más de arena), limo arcillosos (40% de arcilla y 40% o más de limo), 
margosos o francos (contienen igual proporción de arena, limo y acilla), ideales para 
agricultura. En general la textura del suelo influye en las comunidades de 
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microorganismos porque de ella depende la aireación y la disponibilidad de agua 
(Escobar, 2009). La mayoría de suelos incluidos en este estudio corresponde a suelos 
francos. 
 
Aunque los microorganismos son ubicuos, en pocas situaciones existen poblaciones 
iguales. Nunca se dan condiciones ambientales idénticas: Las que favorecen la 
reproducción de un microorganismo, o permiten la sobrevivencia de otro, pueden ser 
desfavorables para la existencia continuada de un tercero (Escobar, 2009). 
 
Nuevamente se destaca la necesidad de buscar métodos eficientes y controlados de 
eliminación de cadáveres. Se insiste en utilizar el método de “tapado controlado” el cual 
se discutió anteriormente como alternativa para nuestros sistemas de producción, 











En las fincas seleccionadas con casos de mortalidad bovina se aislaron especies 
patógenas de clostridios. 
El reconocimiento de las especies de clostridios que actúan en las fincas donde se 
presentan brotes de mortalidad facilita la toma de decisiones encaminadas a la oferta 
específica de  paquetes preventivos e intervenciones clínicas para el sector ganadero de 
las zonas afectadas. 
Al comparar los resultados de los aislamientos de clostridios realizados por métodos 
genéticos y fenotípicos se encontró una relación del 54%, siendo esta última metodología 
menos sensible. Sin embargo los métodos fenotípicos son complementarios de los 
métodos genotípicos y un buen uso de ellos redunda en la optimización de los 
resultados. 
El análisis de la secuencia del ARNr 16S se constituyó en una herramienta muy útil para 
la identificación de las especies patógenas de clostridios presentes en las muestras de 
suelo de las fincas afectadas por mortalidad bovina y para determinar la variabilidad entre 
ellas. La adopción de dichas  técnicas por parte de los laboratorios y las instituciones de 
los servicios, implican actualización de los  equipos y  entrenamiento del recurso 
humano. Con lo anterior se ofrecería  una alternativa muy importante para asesores y 
productores. 
Se establecieron indicadores de prevalencias globales y de punto para clostridiosis en las 
regiones afectadas. Dichas cifras se deben manejar con cautela ya que representan las 
zonas que se incluyeron en este estudio y no son el reflejo de otras. Dichos indicadores, 
constituyen una línea base para la verificación y posterior comparación en  otros estudios 
epidemiológicos que se desarrollen. 
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Los resultados encontrados en este estudio confirman que la prevalencia en animales se 
puede correlacionar con los valores de variables climáticas como temperatura y 
precipitación. El municipio con mayores valores de temperatura y precipitación fue el 
municipio de Puerto López, en el que se encontró la mayor prevalencia de animales 
afectados. Situación similar se encontró para los otros municipios donde los valores de 
variables climáticas podrían demostrar correlación con los valores de prevalencia. 
 
El análisis de la información sugiere que los grupos etarios con riesgo de adquirir 
clostridiosis resultaron ser las poblaciones de novillas y de vacas horras, lo que corrobora 
lo encontrado en otros estudios donde se indica que este grupo de animales es el de 
mayor riesgo. 
 
Se puede sugerir también que la eliminación inadecuada de cadáveres es un factor que 
se puede convertir en riesgo. Sobre este factor se debería investigar y profundizar más 
para establecer protocolos adecuados que permitan minimizar la presentación de brotes 
epidémicos de mortalidad súbita. 
 
De la misma forma el análisis de la información sugiere que el pH del suelo se relaciona 
en el municipio de Nemocón con la positividad de las fincas, situación que podría ser de 
utilidad en esta zona para sugerir medidas correctivas que permitan disminuir los brotes 
de mortalidad. 
 
La mayoría de fincas positivas a mortalidad se clasificaron en suelos clase III, indicando 
que son suelos aluviales recientes, profundos, de textura arenosa a franco arcillosa, de 
reacción moderadamente ácida a neutra con problemas de manejo relacionados con las 
inundaciones  y con la dificultad del movimiento del agua a través del suelo, situación que 










Los protocolos de las metodologías de aislamiento y caracterización fenotípica y genética 
estandarizadas en este trabajo pueden ser transferidos a los centros de diagnóstico para 
que se difunda su uso a los productores. 
 
Realizar estudios moleculares de otros genes (productores de toxinas) en este género 
con el propósito de entender más su fisiología y aplicar dichos conocimientos en su 
prevención y control. 
 
Las bacterias aisladas se pueden utilizar en la innovación de futuros métodos de 
diagnóstico que permitan establecer adecuadamente la causa de la muerte de los 
bovinos y en el establecimiento de programas preventivos basados en la preparación 
experimental de inmunógenos (bacterinas y toxoides). 
 
Es necesario estudiar en otras zonas la relación de los brotes de mortalidad con el tipo 
de suelos y con las variables climáticas para conocer la historia natural de las bacterias y 
los factores determinantes que desencadenan su presentación. Los estudios 
epidemiológicos se deben desarrollar en diferentes épocas y deben convertirse en 
prioridad para las autoridades sanitarias. 
 
Es necesario evaluar la sensibilidad y la especificidad de los métodos tradicionales de 
aislamiento y la caracterización de bacterias anaerobias, ya que se encontraron 
diferencias marcadas entre los métodos bioquímicos y los métodos moleculares. Sin 
embargo se establece la necesidad de ambos métodos y la racionalidad de su uso. 
 
Las pruebas de toxicidad en ratones y en cultivos celulares demostraron que las 
bacterias producen toxinas altamente letales, por lo que se hace necesario desarrollar 
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estrategias de investigación con el fin de verificar cual es el verdadero impacto que están 
ocasionando en los sistemas de producción. 
 
Con base en el establecimiento de los agentes etiológicos y el conocimiento de su 
distribución, se deben desarrollar paquetes de transferencia a los productores que 
determinen: los calendarios de vacunación, tipos de inmunógenos a utilizar, medidas de 
manejo relacionadas con aspectos nutricionales, disposición de cadáveres y en general 
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Anexo 2: Secuencias publicadas en Gen Bank (National 
Center for Biotechnology Information) 2010. 
 
My NCBI entrarSalir 
Nucleótidos 










LOCUS       HQ328062                1315 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain 5558 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328062 
VERSION     HQ328062.1  GI:310975769 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1315 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="5558" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
     rRNA            <1..>1315 
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                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agggggggac gggtgagtga cctgtgggta acctgcctca aagtggggga tagccttccg 
       61 aaaggaagat taataccgca taatatggga gaatcgcatg attttgttat caaagattta 
      121 ttgctttgag atggaccggc ggcgtattag ctagttggta aggtaacggc ttaccaaggc 
      181 aacgatgcgt agccgacctg agagggtgat cggccacatt ggaactgaga cacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcgcaatgg gggaaaccct gacgcagcaa 
      301 cgccgcgtgg gtgatgaagg tcttcggatt gtaaagccct gttttctggg acgataatga 
      361 cggtaccaga ggaggaagcc acggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggt 
      421 ggcgagcgtt gtccggattt actgggcgta aagggtgcgt aggcggatgt ttaagtggga 
      481 tgtgaaatcc ccgggcttaa cctgggggct gcattccaaa ctggatatct agagtgcagg 
      541 agaggaaagc ggaattccta gtgtagcggt gaaatgcgta gagattagga agaacaccag 
      601 tggcgaaggc ggctttctgg actgtaactg acgctgaggc acgaaagcgt gggtagcaaa 
      661 caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatgg atactaggtg tagggggtat 
      721 caactccccc tgtgccgcag ttaacacaat aagtatcccg cctggggagt acggtcgcaa 
      781 gattaaaact caaaggaatt gacgggggcc cgcacaagca gcggagcatg tggtttaatt 
      841 cgaagcaacg cgaagaacct tacctggact tgacatccct tgcatagcct agagataggt 
      901 gaagcccttc ggggcaagga gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttaggtta agtcctgcaa cgagcgcaac ccttgttatt agttgctacc attaagttga 
     1021 gcactctaat gagactgcct gggtaaccag gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca 
     1081 tgccccttat gtccagggct acacacgtgc tacaatggta ggtacaataa gacgcaagac 
     1141 cgtgaggtgg agcaaaagag ataaaaccta tctcagttcg gattgtaggc tgcaactcgc 
     1201 ctacatgaag ctggagttgc tagtaatcgc gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc 
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LOCUS       HQ328063                1315 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain 5560 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328063 
VERSION     HQ328063.1  GI:310975770 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
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     source          1..1315 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="5560" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
     rRNA            <1..>1315 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cacgtgggta acctgcctca aagtggggga tagccttccg 
       61 aaaggaagat taataccgca taatatgaga gaatcgcatg attttcttat caaagattta 
      121 ttgctttgag atggacccgc ggcgcattag ctagttggta aggtaacggc ttaccaaggc 
      181 aacgatgcgt agccgacctg agagggtgat cggccacatt ggaactgaga cacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcgcaatgg gggaaaccct gacgcagcaa 
      301 cgccgcgtgg gtgatgaagg tcttcggatt gtaaagccct gttttctagg acgataatga 
      361 cggtactaga ggaggaagcc acggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggt 
      421 ggcgagcgtt gtccggattt actgggcgta aagggtgcgt aggcggatgt ttaagtggga 
      481 tgtgaaatcc ccgggcttaa cctgggggct gcattccaaa ctggatatct agagtgcagg 
      541 agaggaaagc ggaattccta gtgtagcggt gaaatgcgta gagattagga agaacaccag 
      601 tggcgaaggc ggctttctgg actgtaactg acgctgaggc acgaaagcgt gggtagcaaa 
      661 caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatgg atactaggtg tagggggtat 
      721 caactccccc tgtgccgcag ttaacacaat aagtatcccg cctggggagt acggtcgcaa 
      781 gattaaaact caaaggaatt gacgggggcc cgcacaagca gcggagcatg tggtttaatt 
      841 cgaagcaacg cgaagaacct tacctggact tgacatccct tgcatagcct agagataggt 
      901 gaagcccttc ggggcaagga gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttaggtta agtcctgcaa cgagcgcaac ccttgttatt agttgctacc attaagttga 
     1021 gcactctaat gagactgcct gggtaaccag gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca 
     1081 tgccccttat gtccagggct acacacgtgc tacaatggta ggtacaataa gacgcaagac 
     1141 cgtgaggtgg agcaaaactt ataaaaccta tctcagttcg gattgtaggc tgcaactcgc 
     1201 ctacatgaag ctggagttgc tagtaatcgc gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc 
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Nucleótidos 










LOCUS       HQ328064                1317 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain 5562 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328064 
VERSION     HQ328064.1  GI:310975771 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1317 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
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                     /strain="5562" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
     rRNA            <1..>1317 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cacgtgggca acctgccttg aagtggggga tagccctccg 
       61 aaaggaggat taataccgca taacatcagt acatcgcatg atgaattgat taaaggagta 
      121 atccgcttca agatgggccc gcggcgcatt agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag 
      181 gcgacgatgc gtagccgacc tgagagggtg atcggccaca ttgggactga gacacggccc 
      241 agactcctac gggaggcagc agtggggaat attgcacaat gggggaaacc ctgatgcagc 
      301 aacgccgcgt gagtgatgaa ggccttcggg ttgtaaagct ctgtcttcag ggacgataat 
      361 gacggtacct gaggaggaag ccacggctaa ctacgtgcca gcagccgcgg taatacgtag 
      421 gtggcaagcg ttgtccggat ttactgggcg taaagggagt gtaggcggat acttaagtca 
      481 gatgtgaaat acccgggctc aacttgggtg ctgcatttga aactgggtat ctagagtgca 
      541 ggagaggaaa gtggaattcc tagtgtagcg gtgaaatgcg tagagattag gaagaacacc 
      601 agtggcgaag gcgactttct ggactgtaac tgacgctgag gctcgaaagc gtggggagca 
      661 aacaggatta gataccctgg tagtccacgc cgtaaacgat gggtactagg tgtgggaggt 
      721 atcgactcct tccgtgccgc cgttaacaca ataagtaccc cgcctgggga gtacggtcgc 
      781 aagattaaaa ctcaaaggaa ttgacggggg cccgcacaag cagcggagca tgtggtttaa 
      841 ttcgaagcaa cgcgaagaac cttacctaga cttgacatct cctgaattac ccttaatcgg 
      901 ggaagccctt cggggcagga agacaggtgg tgcatggttg tcgtcagctc gtgtcgtgag 
      961 atgttgggtt aagtcccgca acgagcgcaa cccctattgt tagttgctac cattaagttg 
     1021 agcactctag cgagactgcc cgggtgaacc gggaggaagg tggggatgac gtcaaatcat 
     1081 catgcccctt atgtctaggg ctacacacgt gctacaatgg cgagtacaac gagacgcaat 
     1141 accgcgaggt ggagcaaaac ttaaaaaact cgtcccagtt cggattgtag gctgaaactc 
     1201 gcctacatga agccggagtt gctagtaatc gcgaatcaga atgtcgcggt gaatacgttc 
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Nucleótidos 










LOCUS       HQ328065                1315 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain 5563 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328065 
VERSION     HQ328065.1  GI:310975772 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1315 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
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                     /strain="5563" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
     rRNA            <1..>1315 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtga cacgtgggta acctgcctca aagtggggga tagccttccg 
       61 aaaggaagat taataccgca taatatgaga gaatcgcatg attttcttat caaagattta 
      121 ttgctttgag atggacccgc ggcgcattag ctagttggta aggtaacggc ttaccaaggc 
      181 aacgatgcgt agccgacctg agagggtgat cggccacatt ggaactgaga aacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcgcaatgg gggaaaccct gacgcagcaa 
      301 cgccgcgtgg gtgatgaagg tcttcggatt gtaaagccct gttttctggg acgataatga 
      361 cggtaccaga ggaggaagcc acggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggt 
      421 ggcgagcgtt gtccggattt actgggcgta aagggtgcgt aggcggatgt ttaagtggga 
      481 tgtgaaatcc ccgggcttaa cctgggggct gcattccaaa ctggatatct agagtgcagg 
      541 agaggaaagc ggaattccta gtgtagcggt gaaatgcgta gagattagga agaacaccag 
      601 tggcgaaggc ggctttctgg actgtaactg acgctgaggc acgaaagcgt gggtagcaaa 
      661 caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatgg atactaggtg tagggggtat 
      721 caactccccc tgtgccgcag ttaacacaat aagtatcccg cctggggagt acggtcgcaa 
      781 gattaaaact caaaggaatt gacgggggcc cgcacaagca gcggagcatg tggtttaatt 
      841 cgaagcaacg cgaagaacct tacctggact tgacatccct tgcatagcct agagataggt 
      901 gaagcccttc ggggcaagga gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttaggtta agtcctgcaa cgagcgcaac ccttgttatt agttgctacc attaagttga 
     1021 gcactctaat gagactgcct gggtaaccag gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca 
     1081 tgccccttat gtccagggct acacacgtgc tacaatggta ggtacaataa gacgcaagac 
     1141 cgtgaggtgg agcaaaactt ataaaaccta tctcagttcg gattgtaggc tgcaactcgc 
     1201 ctacatgaag ctggagttgc tagtaatcgc gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc 
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LOCUS       HQ328066                1315 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain 5564 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328066 
VERSION     HQ328066.1  GI:310975773 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1315) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1315 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
Anexos 167
 
                     /strain="5564" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
     rRNA            <1..>1315 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cacgtgggta acctgcctca aagtggggga tagccttccg 
       61 aaaggaagat taataccgca taatatgaga gaatcgcatg attttcttat caaagattta 
      121 ttgctttgag atggacccgc ggcgcattag ctagttggta aggtaacggc ttaccaaggc 
      181 aacgatgcgt agccgacctg agagggtgat cggccacatt ggaactgaga cacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcgcaatgg gggaaaccct gacgcagcaa 
      301 cgccgcgtgg gtgatgaagg tcttcggatt gtaaagccct gttttctagg acgataatga 
      361 cggtactaga ggaggaagcc acggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggt 
      421 ggcgagcgtt gtccggattt actgggcgta aagggtgcgt aggcggatgt ttaagtggga 
      481 tgtgaaatcc ccgggcttaa cctgggggct gcattccaaa ctggatatct agagtgcagg 
      541 agaggaaagc ggaattccta gtgtagcggt gaaatgcgta gagattagga agaacaccag 
      601 tggcgaaggc ggctttctgg actgtaactg acgctgaggc acgaaagcgt gggtagcaaa 
      661 caggattaga taccctggta gtccacgccg taaacgatgg atactaggtg tagggggtat 
      721 caactccccc tgtgccgcag ttaacacaat aagtatcccg cctggggagt acggtcgcaa 
      781 gattaaaact caaaggaatt gacgggggcc cgcacaagca gcggagcatg tggtttaatt 
      841 cgaagcaacg cgaagaacct tacctggact tgacatccct tgcatagcct agagataggt 
      901 gaagcccttc ggggcaagga gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttaggtta agtcctgcaa cgagcgcaac ccttgttatt agttgctacc attaagttga 
     1021 gcactctaat gagactgcct gggtaaccag gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca 
     1081 tgccccttat gtccagggct acacacgtgc tacaatggta ggtacaataa gacgcaagac 
     1141 cgtgaggtgg agcaatactt ataaaaccta tctcagttcg gattgtaggc tgcaactcgc 
     1201 ctacatgaag ctggagttgc tagtaatcgc gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc 















LOCUS       HQ328067                1318 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain chalab 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328067 
VERSION     HQ328067.1  GI:310975774 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1318) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1318) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1318 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="chalab" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
Anexos 169
 
     rRNA            <1..>1318 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa gatctgggca acctgccttg tagaggggaa tagccttccg 
       61 aaaggaagat taataccgca taatattgca gcttcgcatg gagcagtaat taaaggagca 
      121 atccgctaca agatgggccc gcggcgcatt agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag 
      181 gcgacgatgc gtagccgacc tgagagggtg atcggccaca ttgggactga gacacggccc 
      241 agactcctac gggaggcagc agtggggaat attgcacaat gggggaaacc ctgatgcagc 
      301 aacgccgcgt gagtgatgaa ggttttcgga tcgtaaagct ctgtcttcag ggacgataat 
      361 gacggtacct gaggaggaag ccacggctaa ctacgtgcca gcagccgcgg taatacgtag 
      421 gtggcgagcg ttgtccggat ttactgggcg taaagggagc gtaggcggac ttgtaagtga 
      481 gatgtgaaat acccgggctc aacttgggtg ctgcatttca aactggaagt ctagagtgca 
      541 ggagaggaga gtggaattcc tagtgtagcg gtgaaatgcg tagagattag gaagaacacc 
      601 agtggcgaag gcgactctct ggactgtaac tgacgctgag gctcgaaagc gtggggagca 
      661 aacaggatta gataccctgg tagtccacgc cgtaaacgat ggatactagg tgtgggaggt 
      721 atcaactcct tccgtgccgc cgttaacaca ttaagtatcc cgcctgggga gtacggtcgc 
      781 aagattaaaa ctcaaaggaa ttgacgctag cccgcacaag cagcggagca tgtggtttaa 
      841 ttcgaagcaa cgcgaagaac cttacctaga cttgacatct cctgcattac tcttaatcga 
      901 ggaagtctct tcggagacag gatgacaggt ggtgcatggt tgtcgtcagc tcgtgtcgtg 
      961 agatgttggg ttaagtcccg caacgagcgc aacccttatt gttagttgct accatttagt 
     1021 tgagcactct agcgagactg cccgggttaa ccgggaggaa ggtgggggtg acgtcaaatc 
     1081 atcatgcccc ttatgtctag ggctacacac gtgctacaat ggcaagtaca acgagatgca 
     1141 ataccgcgag gtggagctaa actataaaac ttgtctcagt tcggattgta ggctgaaact 
     1201 cgcctacatg aagctggagt tgctagtaat cgcgaatcag catgtcgcgg tgaatacgtt 





My NCBI entrarSalir 
Nucleótidos 









LOCUS       HQ328068                1318 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium botulinum strain seplab 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328068 
VERSION     HQ328068.1  GI:310975775 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium botulinum 
  ORGANISM  Clostridium botulinum 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1318) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1318) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1318 
                     /organism="Clostridium botulinum" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
Anexos 171
 
                     /strain="seplab" 
                     /db_xref="taxon:1491" 
     rRNA            <1..>1318 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cacgtgggca acctgccttg tagaggggaa tagcctcccg 
       61 aaagggagat taataccgca taacattgca gcttcgcatg gagcagcaat taaaggagta 
      121 atccgctaca agatgggccc gcggcgcatt agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag 
      181 gcgacgatgc gtagccgacc tgagagggtg atcggccaca ttgggactga gacacggccc 
      241 agactcctac gggaggcagc agtggggaat attgcacaat gggggaaacc ctgatgcagc 
      301 aacgccgcgt gagtgatgaa ggttttcgga tcgtaaagct ctgtcttcag ggacgataat 
      361 gacggtacct gaggaggaag ccacggctaa ctacgtgcca gcagccgcgg taatacgtag 
      421 gtggcgagcg ttgtccggat ttactgggcg taaagggagc gtaggcggac ttttaagtga 
      481 gatgtgaaat acccgggctc aacctggggg ctgcatttca aactggaagt ctagagtgca 
      541 ggagaggaga gtggaattcc tagtgtagcg gtgaaatgcg tagagattag gaagaacacc 
      601 agtggcgaag gcgactctct ggactgtaac tgacgctgag gctcgaaagc gtggggagca 
      661 aacaggatta gataccctgg tagtccacgc cgtaaacgat ggatactagg tgtgggaggt 
      721 atcaactcct tccgtgccgc cgttaacaca ttaagtatcc cgcctgggga gtacggtcgc 
      781 aagattaaaa ctcaaaggaa ttgacggggg cccgcacaag cagcggagca tgtggtttaa 
      841 ttcgaagcaa cgcgaagaac cttacctaga cttgacatct cctgcattac tcttaatcga 
      901 ggaagtccct tcggggacag gatgacaggt ggtgcatggt tgtcgtcagc tcgtgtcgtg 
      961 agatgttggg ttaagtcccg caacgagcgc aacccttatt gttagttgct accatttagt 
     1021 tgagcactct agcgagactg cccgggttaa ccgggaggaa ggtggggatg acgtcaaatc 
     1081 atcatgcccc ttatgtctag ggctacacac gtgctacaat ggcaagtaca acgagatgca 
     1141 ataccgcgag gtggagctaa actataaaac ttgtctcagt tcggattgta ggctgaaact 
     1201 cgcctacatg aagctggagt tgctagtaat cgcgaatcag catgtcgcgg tgaatacgtt 





My NCBI entrarSalir 
Nucleótidos 









LOCUS       HQ328069                1317 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium difficile strain 5556 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328069 
VERSION     HQ328069.1  GI:310975776 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium difficile 
  ORGANISM  Clostridium difficile 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1317 
                     /organism="Clostridium difficile" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
Anexos 173
 
                     /strain="5556" 
                     /db_xref="taxon:1496" 
     rRNA            <1..>1317 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cgcgtgggta acctgccctg tacacacgga taacataccg 
       61 aaaggtatac taatacggga taacatatga aagtcgcatg gcttttgtat caaagctccg 
      121 gcggtacagg atggacccgc gtctgattag ctagttggta aggtaatggc ttaccaaggc 
      181 aacgatcagt agccgacctg agagggtgat cggccacact ggaactgaga cacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcacaatgg gcgaaagcct gatgcagcaa 
      301 cgccgcgtga gcgatgaagg ccttcgggtc gtaaagctct gtcctcaagg aagataatga 
      361 cggtacttga ggaggaagcc ccggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggg 
      421 ggctagcgtt atccggaatt actgggcgta aagggtgcgt aggtggtttt ttaagtcaga 
      481 agtgaaaggc tacggctcaa ccgtagtaag cttttgaaac tagagaactt gagtgcagga 
      541 gaggagagta gaattcctag tgtagcggtg aaatgcgtag atattaggag gaataccagt 
      601 agcgaaggcg gctctctgga ctgtaactga cactgaggca cgaaagcgtg gggagcaaac 
      661 aggattagat accctggtag tccacgccgt aaacgatgag tactaggtgt cgggggttac 
      721 ccccctcggt gccgcagcta acgcattaag tactccgcct gggaagtacg ctcgcaagag 
      781 tgaaactcaa aggaattgac ggggacccgc acaagtagcg gagcatgtgg tttaattcga 
      841 agcaacgcga agaaccttac ctaagcttga catcccactg acctctccct aatcggagat 
      901 ttcccttcgg ggacagtggt gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttgccttt agttgccagc attaagttgg 
     1021 gcactctaga gggactgccg aggataactc ggaggaaggt ggggatgacg tctaatcatc 
     1081 atgcccctta tgcttagggc tacacacgtg ctacaatggg tggtacagag ggttgccaag 
     1141 ccgcgaggtg gagctaatcc cttaaagcca ttctcagttc ggattgtagg ctgaaactcg 
     1201 cctacatgaa gctggagtta ctagtaatcg cagatcagaa tgctgcggtg aatgcgttcc 
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LOCUS       HQ328070                1317 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium difficile strain 5557 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328070 
VERSION     HQ328070.1  GI:310975777 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium difficile 
  ORGANISM  Clostridium difficile 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1317 
                     /organism="Clostridium difficile" 
Anexos 175
 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="5557" 
                     /db_xref="taxon:1496" 
     rRNA            <1..>1317 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cgcgtgggta acctgccctg tacacacgga taacataccg 
       61 aaaggtatac taatacggga taacatatga aagtcgcatg gcttttgtat caaagctccg 
      121 gcggtacagg atggacccgc gtctgattag ctagttggta aggtaatggc ttaccaaggc 
      181 aacgatcagt agccgacctg agagggtgat cggccacact ggaactgaga cacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcacaatgg gcgaaagcct gatgcagcaa 
      301 cgccgcgtga gcgatgaagg ccttcgggtc gtaaagctct gtcctcaagg aagataatga 
      361 cggtacttga ggaggaagcc ccggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggg 
      421 ggctagcgtt atccggaatt actgggcgta aagggtgcgt aggtggtttt ttaagtcaga 
      481 agtgaaaggc tacggctcaa ccgtagtaag cttttgaaac tagagaactt gagtgcagga 
      541 gaggagagta gaattcctag tgtagcggtg aaatgcgtag atattaggag gaataccagt 
      601 agcgaaggcg gctctctgga ctgtaactga cactgaggca cgaaagcgtg gggagcaaac 
      661 aggattagat accctggtag tccacgccgt aaacgatgag tactaggtgt cgggggttac 
      721 ccccctcggt gccgcagcta acgcattaag tactccgcct gggaagtacg ctcgcaagag 
      781 tgaaactcaa aggaattgac ggggacccgc acaagtagcg gagcatgtgg tttaattcga 
      841 agcaacgcga agaaccttac ctaagcttga catcccactg acctctccct aatcggagat 
      901 ttcccttcgg ggacagtggt gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttgccttt agttgccagc attaagttgg 
     1021 gcactctaga gggactgccg aggataactc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1081 atgcccctta tgcttagggc tacacacgtg ctacaatggg tggtacagag ggttgccaag 
     1141 ccgcgaggtg gagctaatcc cttaaagcca ttctcagttc ggattgtagg ctgaaactcg 
     1201 cctacatgaa gctggagtta ctagtaatcg cagatcagaa tgctgcggtg aatgcgttcc 





My NCBI entrarSalir 
Nucleótidos 









LOCUS       HQ328071                1317 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium difficile strain 5561 16S ribosomal RNA gene, partial 
            sequence. 
ACCESSION   HQ328071 
VERSION     HQ328071.1  GI:310975778 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium difficile 
  ORGANISM  Clostridium difficile 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1317) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1317 
                     /organism="Clostridium difficile" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
Anexos 177
 
                     /strain="5561" 
                     /db_xref="taxon:1496" 
     rRNA            <1..>1317 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cgcgtgggta acctgccctg tacacacgga taacataccg 
       61 aaaggtatac taatacggga taacatatga aagtcgcatg gcttttgtat caaagctccg 
      121 gcggtacagg atggacccgc gtctgattag ctagttggta aggtaatggc ttaccaaggc 
      181 aacgatcagt agccgacctg agagggtgat cggccacact ggaactgaga cacggtccag 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcacaatgg gcgaaagcct gatgcagcaa 
      301 cgccgcgtga gcgatgaagg ccttcgggtc gtaaagctct gtcctcaagg aagataatga 
      361 cggtacttga ggaggaagcc ccggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggg 
      421 ggctagcgtt atccggaatt actgggcgta aagggtgcgt aggtggtttt ttaagtcaga 
      481 agtgaaaggc tacggctcaa ccgtagtaag cttttgaaac tagagaactt gagtgcagga 
      541 gaggagagta gaattcctag tgtagcggtg aaatgcgtag atattaggag gaataccagt 
      601 agcgaaggcg gctctctgga ctgtaactga cactgaggca cgaaagcgtg gggagcaaac 
      661 aggattagat accctggtag tccacgccgt aaacgatgag tactaggtgt cgggggttac 
      721 ccccctcggt gccgcagcta acgcattaag tactccgcct gggaagtacg ctcgcaagag 
      781 tgaaactcaa aggaattgac ggggacccgc acaagtagcg gagcatgtgg tttaattcga 
      841 agcaacgcga agaaccttac ctaagcttga catcccactg acctctccct aatcggagat 
      901 ttcccttcgg ggacagtggt gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttgccttt agttgccagc attaagttgg 
     1021 gcactctaga gggactgccg aggataactc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1081 atgcccctta tgcttagggc tacacacgtg ctacaatggg tggtacagag ggttgccaag 
     1141 ccgcgaggtg gagctaatcc cttaaagcca ttctcagttc ggattgtagg ctgaaactcg 
     1201 cctacatgaa gctggagtta ctagtaatcg cagatcagaa tgctgcggtg aatgcgttcc 





My NCBI entrarSalir 
Nucleótidos 









LOCUS       HQ328072                1316 bp    DNA     linear   BCT 08-NOV-2010 
DEFINITION  Clostridium difficile strain Cdiflab 16S ribosomal RNA gene, 
            partial sequence. 
ACCESSION   HQ328072 
VERSION     HQ328072.1  GI:310975779 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Clostridium difficile 
  ORGANISM  Clostridium difficile 
            Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae; 
            Clostridium. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1316) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Isolation and typing of 16S rRNA in Clostridium spp. from soil 
            samples obtained in areas with sudden mortality history 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1316) 
  AUTHORS   Ortiz,D., Villamil,L. and Martinez,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (29-SEP-2010) Animal Health, Corporacion Colombiana de 
            Investigacion Agropecuaria, Km 14 via Mosquera, Bogota D.C., 
            Cundinamarca 571, Colombia 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1316 
                     /organism="Clostridium difficile" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
Anexos 179
 
                     /strain="Cdiflab" 
                     /db_xref="taxon:1496" 
     rRNA            <1..>1316 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 agcggcggac gggtgagtaa cgcgtgggta acctgccctg tacacacgga taacataccg 
       61 aaaggtatgc taatacggga taahrtatga gagtcgcatg gcttttrtat caaagctccg 
      121 gcggtacagg atggacccgc gtctgattag ctagttggta aggtaacggc ttaccaaggc 
      181 aacgatcagt agccgacctg agagggtgat cggccacatt ggaactgaga cacggtccaa 
      241 actcctacgg gaggcagcag tggggaatat tgcacaatgg gcgaaagcct gatgcagcaa 
      301 cgccgcgtga gcgatgaagg ccttcgggtc gtaaagctct gtcctcaagg aagataatga 
      361 cggtacttga ggaggaagcc ccggctaact acgtgccagc agccgcggta atacgtaggg 
      421 ggctagcgtt atccggaatt actgggcgta aagggtgcgt aggcggtctt tcaagccaga 
      481 agtgaaaggc tacggctcaa ccgtagtaag cttttggaac tgtaggactt gagtgcagga 
      541 gaggagagtg gaattcctag tgtagcggtg aaatgcgtag atattaggag gaacaccagt 
      601 agcgaaggcg gctctctgga ctgtaactga cgctgaggca cgaaagcgtg gggagcaaac 
      661 aggattagat accctggtag tccacgccgt aaacgatgag tactaggtgt cgggggttac 
      721 ccccctcggt gccgcagcta acgcattaag tactccgcct gggaagtacg ctcgcaagag 
      781 tgaaactcaa aggaattgac ggggacccgc acaagtagcg gagcatgtgg tttaattcga 
      841 agcaacgcga agaaccttac ctaagcttga catcccaytg acctctccct aatcggagat 
      901 ttcccttcgg ggacagtggt gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
      961 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttgccttt agttgccagc attaagttgg 
     1021 gcactctaga gggactgccg aggataactc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1081 atgcccctta tgcttagggc tacacacgtg ctacaatggg tggtacagag ggttgccaag 
     1141 ccgtgaggtg gagctaatcc cttaaagcca ttctcagttc ggattgtagg ctgaaactcg 
1201 acatgaa gctggagtta ctagtaatcg cagatcagaa tgctgcggtg aatgcgttcc 
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(41 predios 24,8%), departamento de Cundinamarca, durante el año 2007. 
Resultados. La prevalencia para Clostridiosis en fincas fue de 27,3%. La 
prevalencia para Clostridiosis encontrada en bovinos fue 3,14%. La mortalidad por 
Clostridiosis se relacionó con las variables bioclimáticas como temperatura y precipitación. 
Se demostró que a mayores niveles de temperatura y precipitación se favorece la 
presentación de brotes epidémicos de mortalidad súbita. También se demostró que los 
grupos etarios con mayor riesgo de adquirir Clostridiosis fueron las poblaciones de 
novillas y de vacas horras. La eliminación inadecuada de cadáveres fue un factor 
determinante en la  presentación de brotes epidémicos de mortalidad súbita. Se demostró 
que los suelos de la mayoría de fincas positivas a mortalidad por Clostridiosis 
correspondían a suelos clase III, los cuales presentaron problemas de manejo relacionados 
con inundaciones y con dificultad del movimiento del agua a través del mismo. 
Conclusiones. Los resultados demuestran los principales factores determinantes que 
explican la mortalidad súbita en bovinos en la zona de estudio. 
 




Objective. We conducted a cross-sectional epidemiological study to hypothesized risk 
factors associated with sudden death in cattle (clostridiosis) and identify indicators of 
mortality. Materials and methods. The study included 165 farms, located in four localities 
Mariquita, (Tolima) (41 farms, 24.8%), Puerto López, (Meta) (42 farms, 25.5%) Nemocón 
(41 farms 24.8%) and Ubaté (41 farms 24.8%) (Cundinamarca), in 2007. Results. The 
farm prevalence to clostridiosis was 27.3%. The prevalence found in cattle was 3.14%. 
Clostridiosis mortality was related to the bioclimatic variables such as temperature and 
precipitation. It was shown that higher levels of temperature and precipitation favor the 
presentation of sudden death outbreaks. It also demonstrated that the age groups most at 
risk of acquiring clostridiosis were populations of heifers and dry cows. An inadequate 
disposal of bodies became a very important risk factor related to the presentation of 
outbreaks of sudden death. It was shown that the soils of most positive farms 





movement of water through it. Conclusions. The results show the key determinants that 
explain the sudden death in cattle in the study area. 
Keywords: clostridium, risk factors, prevalence, animal health (Source: DeCS) 
 
Introducción 
En las ganaderías bovinas de Colombia se presentan frecuentemente brotes epidémicos 
de mortalidad súbita, condición que se caracteriza porque los animales de cualquier edad 
mueren repentinamente sin presentar síntomas ni alteraciones en su comportamiento o 
en su condición corporal; la brevedad del cuadro clínico no permite la realización de un 
diagnóstico oportuno o la instauración de planes terapéuticos. Cuando el animal fallece 
no se observan lesiones evidentes de la enfermedad, lo cual dificulta la diagnosis, que en 
la mayoría de los casos se debe basar en las evidencias epidemiológicas (1, 2). 
El objetivo del presente trabajo fue investigar la epidemiología de las bacterias 
anaerobias patógenas asociadas a los suelos y esclarecer los factores determinantes 
relacionados con la presentación de brotes epidémicos de mortalidad súbita en bovinos, 
a partir de un estudio epidemiológico transversal realizado en el año 2007, que incluyó 
165 predios en los municipios de Mariquita (Tolima), Puerto López, (Meta) Nemocón y 
Ubaté (Cundinamarca). 
Materiales y métodos 
El tamaño de la muestra se determinó siguiendo la metodología para estimar la 
prevalencia de una enfermedad en poblaciones grandes (3, 4). El levantamiento 
epidemiológico del estudio se desarrolló tomando como marco de muestreo el total de 
hatos de la zona, que eran 3431 (5). En el municipio de Mariquita (Tolima) se 
muestrearon 845 hatos; en el municipio de Puerto López (Meta) 875 hatos; en los 
municipios de Nemocón y Ubaté (Cundinamarca), se incluyeron un total de 848 y 863 
hatos, respectivamente. Utilizando una fracción de muestreo de 4,81, se calculó el 
tamaño de la muestra para cada municipio, resultando 41 fincas en el municipio de 
Mariquita, 42 fincas en el municipio de Puerto López, 41 fincas en el municipio de 





como unidad de muestreo cada uno de los hatos. De acuerdo a estudios realizados 
previamente (6) se determinó prevalencia del 12% para hatos. La información se obtuvo 
en las fincas, entrevistando a los propietarios, arrendatarios y mayordomos. Se aplicó el 
formato de encuesta estructurada (7). 
Se definieron las proporciones de fincas afectadas por Clostridiosis (de acuerdo a registros 
y diagnóstico realizados por el Instituto Colombiano Agropecuario) expuestas a un factor y 
se compararon con las proporciones de fincas afectadas por Clostridiosis no expuestas al 
factor (3, 4). Para estimar el riesgo y determinar la significancia de una asociación entre 
la muerte de bovinos y un factor causal hipotético, se utilizó la Razón de Prevalencias 
(RP) (4, 7, 8). 
Para las variables cuantitativas, en la comparación entre grupos, en primera instancia se 
determinó si las varianzas eran homogéneas utilizando la prueba de Bartlett. Si esto era 
cierto, se procedía a realizar el análisis de varianza paramétrico tradicional (prueba f de 
Fisher); utilizando una prueba de t de Student para comparar promedios adyacentes. En 
los casos donde no existía homogeneidad entre las varianzas, se utilizó la prueba de 
Kruskal-Wallis (prueba no paramétrica), comparando en este caso no los promedios, sino 
las medianas de cada grupo. Posteriormente se utilizó la prueba de Mann-
Whitney/Wilcoxon (prueba de Kruskal-Wallis para dos grupos), para determinar la 
diferencia entre medianas adyacentes. (4, 7, 8, 9, 10, 11,). Para relacionar los casos de 
mortalidad con las variables bioclimáticas se utilizó el software Diva-Gis®. El software 
posee un archivo de clima (World Clim) por defecto para todo el mundo excepto para los 
cuerpos de agua mayores (océanos) y para la Antártida. Estos datos son almacenados 
en un formato especial (archivos CLM) (12, 13). 
 
Resultados  
La prevalencia para fincas afectadas por Clostridiosis fue de 27,3%. Los resultados por 
municipio se observan en la tabla 1. El número de fincas menores de 40 ha fue de 89 
(53,9%), de las cuales 20 (12,1%) resultaron positivas a Clostridiosis, el mayor porcentaje 






Tabla 1. Relación absoluta y porcentual de fincas afectadas por municipio. Total de 
animales muertos por municipio. Prevalencia en fincas y prevalencia en animales 
muertos por Clostridiosis (Tasas de mortalidad). 2007. 
Indicadores de 
mortalidad 





Total fincas 41(24.8%) 41 (24.8%) 42(25.5%) 41 (24.8%) 
Fincas afectadas 17 (10.3%) 12 (7.3%) 6 (3.6%) 10 (6.06%) 
Prevalencia fincas 41,46 29.27 14,29 24,39 
Población bovinos 5644 1959 7269 4091 
Animales muertos 
(Clostridiosis) 
172 35 309 79 
Promedio 4,19 0,85 7,35 1,92 
LC 95% 2,29-6,08 0,25-1,44 2,30-12,39 0,45-3,38 
Prevalencia 
Clostridiosis bovinos 
3,05 1,79 4,25 1,93 
 
La prevalencia para fincas menores de 40 ha afectadas por Clostridiosis fue de 22,4%. 
Los resultados se observan en la tabla 2. 
Se encontró un total de 33 fincas de entre 41 a 100 ha de tamaño (20%), de las cuales 
10 (6,06%) resultaron positivas; el mayor porcentaje de positividad de fincas de esta área 
se presentó en los municipios de Mariquita (2,4%) y Nemocón (2,4%). La prevalencia de 
punto para fincas entre 41 a 100 ha afectadas por Clostridiosis fue de 30,3%. Los 
resultados se muestran en la tabla 2. 
El 26% de las fincas analizadas tuvieron un área mayor de 100 ha, de las cuales el 8,5% 
resultaron positivas a Clostridiosis, siendo el municipio de Mariquita el que presenta un 
mayor porcentaje de positividad (4,24%). La prevalencia de punto para fincas mayores de 













Pos 17 (10,3%) 12 (7,27%) 6 (3,6%) 10 (6,06%) 45 (27,3%)
Neg 24 (14,5%) 29 (12,1%) 36 (21,8%) 31 (18,8%) 120 (72,7%)
Pos 1490 291 3803 609 6193
Neg 4971 783,5 7242 878,8 13875,3
Pos 87,67 24,25 633,83 60,9 137,6
Neg 207,1 27,01 201.16 201.16 115,63
0,26 0,73 0,045 0,037 0,34
3,5 – 2.000 
ab 1 – 80 a
3,0 – 2.715 




Pos 6 (3,6%) 8 (4,8%) 1 (0,6%) 5 (3%)
Neg 10 (6,06%) 23 (13,9%) 10 (6,06%) 26 (15,8%)
Pos 4 (2,4%) 4 (2,4%) 2 (1,2%)
Neg 5 (3%) 6 (3,6%) 8 (4,8%) 4 (2,4%)
Pos 7 (4,24%) 4 (2,4%) 3 (1,8%)
Neg 9 (5,5%) 19 (11,5%) 1 (0,6%)
Pos= Fincas Positivas  a Clostridiosis. Neg= Fincas negativas a Clostridiosis. Letras similares 
indican que no hubo diferencias significativas entre grupos. p= nivel de significancia.
> 100 ha 0,86
Tabla 2 Hectáreas/predio (promedio) de las fincas entrevistadas en los municipios de Mariquita,
Puerto López, Nemocón y Ubaté; distribución porcentual de fincas según su tamaño. Comparación
fincas positivas y negativas a Clostridiosis. 2007













La prevalencia en animales afectados por Clostridiosis fue de 3,14%. Los resultados por 
municipios se observan en la tabla 1, en donde se indica el total de animales en las 
fincas encuestadas y el número de animales muertos por esta causa. La mortalidad 
según reportan los productores sucede en mayor proporción en épocas de verano, las 
cuales corresponden a los trimestres de enero, febrero, marzo y junio, julio, agosto. 
Por otra parte el municipio más cálido fue Puerto López (26,6 oC) y el más frío fue el 
municipio de Ubaté (13,4 oC). La mayor precipitación se presentó en el municipio de 
Puerto López (2521,95 mm) y la menor en Ubaté (1041,37 mm). 
El comportamiento de las variables bioclimáticas durante el año 2007 en las zonas 
relacionadas con este estudio se observan en la tabla 3, en la que se comparan los valores 





Tabla 3. Variables bioclimáticas de fincas afectadas y no afectadas por 






Isotermas 80,13 77,9 0,0147
Temp estacional 45,9 56,6 0,03 
Precipitación mes más seco 56 42,43 0,0478
Precipitación trimestre más seco 216,95 172,91 0,05 
Precipitación trimestre más caliente 332,5 281,6 0,024 
p=nivel de significancia 
 
La comparación de las variables bioclimáticas entre fincas afectadas y fincas no afectadas 
permitió determinar que existían diferencias significativas en variables tales como 
isotermas (p=0.014), temperatura estacional (p=0.03), niveles de precipitación en el mes 
más seco (p=0.047), niveles de precipitación en el trimestre más seco (p=0.05) y en niveles 
de precipitación del trimestre más caliente (0.024) encontrando un mayor valor de éstas 
variables en las fincas positivas en comparación con los valores de las fincas negativas. 
Los valores resultantes demostraron la existente relación de positividad a muerte súbita 
en épocas secas en aquellas fincas que tienen una mayor precipitación en dicha época, 
factor que al parecer favorece la presencia de la patología en dichas fincas. 
 
Variables relacionadas con las características del suelo 
Los valores de pH de los suelos de las fincas incluidas en este estudio se describen en la 
tabla 4. Dichos valores se compararon entre fincas positivas y negativas con el fin de 
determinar alguna relación con los casos de Clostridiosis. En el municipio de Nemocón, 
se encontraron diferencias significativas (p=0,02) en el pH del suelo de las fincas 
positivas (5,56), comparado con el pH del suelo de las fincas negativas (5,2). En los otros 
municipios no se encontraron diferencias significativas. Cuando se compararon los 
valores de pH entre municipios se encontraron diferencias significativas entre Mariquita y 
Nemocón (p=0,01), Mariquita y Puerto López (p=0,004); Mariquita y Ubaté (p=0,03) y 




Tabla 4. Variables relacionadas con el tipo de suelo. pH de los suelos de fincas 
afectadas y no afectadas por casos de Clostridiosis. 2007 
Municipio Fincas n  Prom pH LCI 95% LCS 95% P 
Mariquita 
Positivas 17 6,09 3,22 8,96 
0,230a Negativas 24 5,84 3,53 8,15 
Nemocón 
Positivas 12 5,56 2,45 8,67 
0,020b Negativas 29 5,22 3,34 7,1 
Puerto López 
Positivas 6 3,9 0,81 6,99 
0,460c Negativas 36 3,99 2,7 5,28 
Ubaté 
Positivas 10 4,46 1,72 7,2 
0,810bc Negativas 31 4,42 2,88 5,96 
Total 
Positivas 45 5,29 3,76 6,82 
0,001 Negativas 120 4,77 3,93 5,61 
Letras similares indican que no hubo diferencias significativas entre grupos 
p = nivel de significancia
LCI/LCS = Límites de confianza inferior y superior 
 
Las fincas con los suelos más ácidos están presentes en el municipio de Puerto López y 
las que tienen los suelos más neutros en el municipio de Mariquita. Hubo diferencias 
significativas (p<0,001) al comparar las fincas positivas y las fincas negativas, 
encontrando que un valor de pH más cercano a la neutralidad (pH=5,3), favorecía la 
presentación de Clostridiosis. 
La mayoría de fincas positivas a Clostridiosis (7,9%) se clasificaron en suelos de clase III, 
que son de textura arenosa a franco arcillosa y de reacción moderadamente ácida a 
neutra. 4,2% de las fincas positivas se clasificaron en suelos clase II y clase VII. De las 
fincas positivas restantes, un 2,4% y 0,6% se clasificaron en las clases IV y VI. No se 
encontraron diferencias significativas entre fincas positivas y negativas. 
También se relacionaron los valores en porcentaje de arcilla. Este elemento fue 
comparado entre fincas positivas y negativas, encontrando diferencias significativas 
(p=0,02) en el municipio de Nemocón, con el valor más bajo en las fincas positivas 
(33,7%), mientras que en las fincas negativas el valor fue mayor (37,2%). 
Los valores porcentuales de arena en los suelos fueron comparados entre fincas 
positivas y negativas  y entre municipios sin encontrar  relaciones estadísticamente 
significativas (p>0.05). Los valores porcentuales de limo en los suelos también fueron 
comparados entre fincas positivas y negativas y entre municipios, encontrando 
diferencias significativas en el municipio de Nemocón (p=0,02) con un valor superior en 





Análisis de factores de riesgo 
Los factores determinantes analizados que demostraron asociación significativa 
estadísticamente fueron:  
Rotar potreros con otros cultivos     RPOTCUL 
Consumo de piedras por parte de los animales   PIEDRAS 
Consumo de plantas tóxicas      PLTOX 
Evidencia de trauma en animales afectados    TRAUMAS 
Consumo de Helechos      HELECHOS 
Signos clínicos en animales enfermos    SCAENF 
Quema de los animales muertos     QUEMA 
Historia previa de manejo de animales muertos           HISMAN 
Entierra los animales muertos     ENTIER 
Animales mueren en época transición verano-invierno  INVERA 
Especie más afectada (Bovinos)     BOVINOS 
 
Dichos factores se seleccionaron teniendo en cuenta los resultados de la prueba 
estadística Razón de prevalencia (RP). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 
5, en la que se indican dichos valores con sus límites de confianza al 95% y se calculan 
los valores de riesgo atribuible, fracción etiológica, fracción atribuible de la población y el 
















Fracción atribuible de la 
población p 
RPOTCUL 1,96 1,05 3,67 0,25 0,49 0,07 0,01
PIEDRAS 2,15 1,18 3,94 0,29 0,54 0,07 0,04
PLTOX 2,16 1,25 3,75 0,29 0,54 0,1 0,02
TRAUMAS 2,58 1,53 4,36 0,39 0,61 0,1 0,01
HELECHOS 2,67 1,56 4,56 0,42 0,63 0,08 0,01
SCAENF 2,77 1,76 4,37 0,36 0,64 0,26 0 
QUEMA 3,75 2,6 5,39 0,65 0,73 0,13 0 
HISMAN 3,88 2,72 5,52 0,67 0,74 0,15 0 
ENTIER 5,04 2,5 10,14 0,38 0,8 0,66 0 
INVERA 6,71 4,53 9,96 0,85 0,85 0,45 0,02
BOVINOS 28 9,08 86,31 0,74 0,96 0,9 0 
RP=Razón de prevalencia; LCS=Límite de confianza superior 95%; LCI=Límite de confianza 
inferior 95%; p=nivel de significancia; RPOTCUL=rota potreros con otros cultivos; 
PIEDRAS=consumo de piedras por parte de los animales; PLTOX=consumo de plantas tóxicas; 
TRAUMAS=evidencia de traumas en animales afectados; HELECHOS=consumo de helechos; 
SCAENF=signos clínicos en animales enfermos; QUEMA= incineración de animales muertos; 
HISMAN= historia previa de actividades de manejo de animales muertos; ENTIER= enterramiento 
de animales muertos; INVERA= animales mueren en época de transición verano-invierno; 
BOVINOS= especie más afectada bovinos 
 
De acuerdo a los resultados, se considera que el factor rotación de praderas con otros 
cultivos es el responsable del 7% de fincas afectadas con Clostridiosis expuestas y no 
expuestas a este factor. El factor consumo de piedras por parte de los bovinos es el 
responsable de un 7% de fincas afectadas a Clostridiosis en fincas expuestas y no 
expuestas a este factor. Igualmente se observó que los factores presencia de plantas 
tóxicas y trauma son cada uno responsables del 10% de fincas afectadas a Clostridiosis 
en fincas expuestas y no expuestas a estos factores.  
La relación entre la presencia de helechos en las fincas y la aparición de signos clínicos 
compatibles con Clostridiosis en los animales fue determinado como factor de riesgo 
responsable del 8 y 26% respectivamente, de las fincas afectadas por Clostridiosis 
expuestas y no expuestas a estos factores. La quema de animales muertos es 
responsable del 13% de las fincas afectadas por Clostridiosis en fincas expuestas y no 
expuestas a este factor. Las fincas cuyos propietarios reportaron haber realizado 
actividades previas de manejo en animales muertos por Clostridiosis son responsables 
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del 15% de los predios afectados por Clostridiosis expuestos y no expuestos a este 
factor. 
Factores como el enterramiento de animales muertos es responsable del 66% de las 
fincas afectadas por Clostridiosis en fincas expuestas y no expuestas. Igualmente la 
mortalidad de animales en la época invierno-verano es responsable del 66% de las fincas 
afectadas por Clostridiosis en fincas expuestas y no expuestas a este factor. Finalmente 
se considera que la mortalidad de animales de la especie bovina es responsable del 90% 
de las fincas afectadas por Clostridiosis en fincas expuestas y no expuestas a este factor. 
Establecidas las variables determinantes asociadas se realizó un análisis multivariante en 
donde se incluyeron todas las variables en el modelo (modelo conocido como modelo 
máximo inicial, por contener todos los términos de confusión y de interacción). Los 
factores que resultaron significativos en el modelo fueron BOVINO, QUEMA y SCAENF 
(p<0,05), por lo que se construyó un segundo modelo con estos tres factores 
determinantes. En este modelo el factor de riesgo SCAENF fue excluido, por lo que se 
generó un tercer modelo con los dos factores determinantes asociados que explican la 
mortalidad por Clostridiosis (Tabla 6). 
Tabla 6. Modelo  de regresión logística con factores asociados 
Factores de Riesgo C R (ß) E E Z OR LI (OR) LS(OR) p 
BOVINO 4,9877 0.7815 6,3819 146,6 31,68 678,2 0.00000 
QUEMA ANIMALES 4,0797 1,5089 2,7038 59,13 3,07 1138,05 0.0069 
CR=Coeficiente de Regresión; EE=error estándar; Z=nivel de confianza; p=nivel de significancia; 
OR=razón de probabilidades; LI (OR)=límite de confianza inferior; LS(OR)=límite de confianza 
superior 
 
Este modelo, el cual no excluye ningún factor, indica que aquellas fincas donde se reportó 
mortalidad por Clostridiosis en bovinos, tienen 146,6 veces más de riesgo de presentar 
brotes de mortalidad por Clostridiosis que aquellas fincas que no reportaron mortalidad por 
Clostridiosis en esta especie (p<0,000001). De igual forma se observa que aquellos 
ganaderos que queman los animales muertos por Clostridiosis tienen 59 veces más de 
riesgo de que en sus fincas se presenten brotes de mortalidad por Clostridiosis que 





En el informe técnico del Sistema de Información y Vigilancia Epidemiológica del Instituto 
Colombiano Agropecuario ICA (14), se indica que la prevalencia de animales afectados 
por Clostridiosis incluyendo Clostridium chauvoei y otros clostridios, oscila entre 1,3% y 
1,7%, valores que están por debajo de los niveles máximos encontrados en este trabajo, 
pero que se aproximan a los encontrados en los municipios de Nemocón y Ubaté. Los 
valores encontrados en los municipios de Mariquita (3,05%) y Puerto López (4,25%) casi 
duplican las cifras descritas por el ICA. Esta situación se puede explicar en parte debida 
a que los reportes del sistema de vigilancia epidemiológica son los que llegan a los 
centros de diagnóstico y son valores que están por debajo de los que se encuentran a 
nivel de campo. Se reporta una incidencia de 2% para el año en estudio. En un estudio 
epidemiológico longitudinal en ganadería de carne se demostró que la tasa anual de 
mortalidad debido a esta patología es en promedio 12,7%, afectando principalmente 
hembras (6). 
Al comparar la temperatura máxima y la temperatura mínima se encontró que los valores 
más extremos (picos) se ubicaban en los meses de diciembre y enero, que corresponde 
a los meses en donde la precipitación fue menor. Al comparar las fincas positivas y 
negativas se encontraron diferencias significativas en la variable precipitación en los 
meses de diciembre y enero, indicando que esta variable está asociada a los casos de 
mortalidad. La precipitación es la más baja, pero los valores resultantes en las fincas 
positivas son mayores comparados con los valores de las fincas negativas. El exceso de 
agua en el suelo suele causar encharcamiento y pérdida de oxígeno en los capilares del 
suelo, lo que hace que disminuyan los microorganismos aerobios y aumenten los 
anaerobios (15). En Nigeria, Bagadi (16) indica que la lluvia tiene un papel importante en 
el incremento de los casos de pierna negra. Asimismo, Smith et al. (17, 18) muestran que 
la incidencia de Clostridium botulinum es más alta en ambientes acuáticos, mientras que 
la mayor prevalencia de esta especie bacteriana en Japón se presenta en zonas 
relacionadas con ambientes húmedos, en las riveras de los ríos (19). 
En el presente estudio se encontró que suelos con pH neutro favorecen la presentación 
de Clostridiosis. Es importante señalar que el suelo no es un medio homogéneo y puede 
presentar diferentes valores de pH entre micro hábitats (15), y que la acidez o alcalinidad 
de este influye sobre el crecimiento microbiano. Algunos microorganismos se desarrollan 
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a pH alto (9-14: alcanófilos), mientras que otros lo hacen mejor a valores de pH bajo (5-2: 
acidófilos), sin embargo, estos rangos pueden variar debido a la adaptabilidad de muchas 
cepas. Aquellos microorganismos que crecen en rangos de pH de 6 a 8 se llaman 
neutrófilos. Se debe tener en cuenta que el pH intracelular debe permanecer próximo a la 
neutralidad sin importar que el pH externo sea altamente ácido o básico y en muchos 
casos el microorganismo, como consecuencia de su metabolismo, crea un gradiente 
extracelular de iones OH- ó H+ (20). Así, cada organismo tiene un rango de pH dentro del 
cual es posible su crecimiento y normalmente posee un pH óptimo muy bien definido 
(21). 
Trabajos realizados en Costa Rica (22) indicaron que la presencia de Clostridium en los 
suelos era independiente del pH del suelo (p>0,05), situación que contrasta con lo 
encontrado en este trabajo donde un pH cercano a la neutralidad se relaciona con la 
presencia de clostridios patógenos en las fincas y por ello con la positividad de las 
mismas. Estos autores mostraron que la presencia de Clostridium dependía de un bajo 
contenido de materia orgánica (p<0,05), situación equiparable con lo encontrado en este 
trabajo donde la mayoría de fincas positivas se clasificaron en suelos clase III, que 
incluye suelos aluviales recientes, planos, profundos, de textura arenosa a franco 
arcillosa, de reacción moderadamente ácida a neutra y de fertilidad natural moderada 
(23). Los problemas de manejo de esta clase están relacionados básicamente con las 
inundaciones periódicas ligeras en época de creciente y además se observa cierta 
dificultad del movimiento del agua a través del suelo (24, 25). 
La mayoría de suelos incluidos en este estudio corresponde a suelos francos. El 
contenido de arcilla y de limo en estos mostró una asociación significativa con la 
presentación de Clostridiosis en las fincas evaluadas. Esto se debe a que la adsorción de 
los microorganismos a partículas de suelo está relacionada con las propiedades físicas 
del mismo. Los fragmentos de roca y minerales presentes en el suelo varían en tamaño y 
se pueden clasificar en arena gruesa (entre 200 a 2000 micrómetros de diámetro), arena 
fina (entre 20 - 200 micrómetros de diámetro), limo (entre 2 a 20 micrómetros de 
diámetro) y arcilla (menor de 2 micrómetros de diámetro). Los principales componentes 
que afectan la adsorción microbiana son la materia orgánica y las partículas de arcilla. 
Los suelos se dividen también según su textura en arenoso arcillosos (35% o más de 
arcilla y 45% o más de arena), limo arcillosos (40% de arcilla y 40% o más de limo), 
margosos o francos (contienen igual proporción de arena, limo y acilla), ideales para 
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agricultura. En general la textura del suelo influye en las comunidades de 
microorganismos porque de ella depende la aireación y la disponibilidad de agua (15).  
Conclusiones 
En este trabajo se encontró que la mortalidad causada por Clostridiosis está relacionada 
con las variables bioclimáticas temperatura y precipitación. Además, los grupos etarios con 
mayor riesgo de adquirir Clostridiosis resultaron ser las poblaciones de novillas y de 
vacas horras. También se encontró que la mayoría de las fincas positivas a mortalidad por 
Clostridiosis presentaron suelos con problemas de manejo relacionados con las 
inundaciones  y con la dificultad del movimiento del agua a través del suelo, pero el 
principal factor de riesgo se relaciona con el reporte de que en la finca los animales 
muertos sean de la especie bovina y la quema de los animales muertos como medida de 
disponer los cadáveres, situación que da pautas a las entidades de vigilancia para 
desarrollar programas de educación, prevención y control de ésta patología. 
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Anexo 7. Encuesta sobre mortalidad en bovinos 
 
ENCUESTA SOBRE MORTALIDAD EN BOVINOS 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA 
 
Proyecto: “Aislamiento y caracterización molecular de bacterias anaerobias 
asociadas al suelo en zonas ganaderas con problemas de mortalidad en bovinos” 
Esta encuesta tiene por objeto estudiar los  brotes de Clostridiosis en bovinos los cuales 
ocasionan pérdidas económicas a los productores. Se pretende entender la problemática 
para brindar soluciones al productor. 
                          Día              Mes              Año 
Encuesta No.__________  Fecha      ________     ________     _______ 
I. Identificación 
1. Nombre de la finca  __________________________________ 
2. Municipio __________________________________________ 
3. Vereda_____________________________________________ 
4. Tamaño de la finca ____________ 
 5. Coordenadas N__________W___________ msnm_______________ 
 6. En bovinos se presentan enfermedades agudas que producen muertes repentinas, 
que afectan generalmente animales en muy buena condición corporal, ¿En ésta 
finca se han presentado casos de muertes de animales con éstas características? 
Si 
No 
II. Datos de Mortalidad 
7. En el último año ¿cuántos animales se han muerto?_____________ 
¿Cuántos animales se han muerto?____________ 
 
8. ¿En qué época se mueren y tiene alguna relación con el cambio de clima? 




10. ¿En su criterio cuáles son las especies más afectadas? 
 
11. Evidencia de traumas o lesiones penetrantes en los animales afectados 
 











13. ¿Consumo de objetos o material extraños, pica o malacia? 
Si         De que tipo__________________________________________ 
No 
 








16. ¿Cómo dispone de los animales muertos? 
Entierra_______ 
Vende_______ 
No hace nada, los zamuros se los comen_______ 
Quema_______                Otros_______ 
III. Descripción de la finca 
17. La Topografía de la finca es:  
Plana 
Ondulada 
18. ¿La finca tiene áreas inundables? Área de inundación (%) 
 Si 
No 
IV. Manejo de Praderas 
 
19. ¿Ara o subsola los potreros? Cada cuanto (mes) 





20. ¿Posee riego la finca? 
Si 
No 
21. Los pastos presentes en la finca son 
______________________________________  _________ (ha) 
______________________________________  _________ (ha) 
______________________________________  _________ (ha) 
22. El sistema de Pastoreo es: 






V. Población Animal 
25. La raza predominante 
es_____________________________________________ 















VI. Manejo Animal 
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31. Bultos al mes ______________________________________________ 
 
32. Otros Suplementos _______________________________________ 
 
VII. Plantas Tóxicas 
33. ¿Hay plantas tóxicas? 
Si 
No 
34. ¿Cuáles existen en la finca? 
 















IX. Manejo Sanitario 
38. Vacunas 
                  Aftosa  ___ 
                  Carbón o Rayo  ___ 
                  Brucelosis ___ 
                  Rabia  ___ 
                  Botulismo  ___ 




39. Compra de animales ______ Procedencia___________________ 
 
40. Venta de animales _______ 
Causa_______________________________________ 
X. Observaciones 
 
 
 
Responsable____________________________  
 
 
Firma_____________________________ 
 
 
